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VUELVE & EMPEZAR

Aungae sicatas el cansastio,
Avuvvque of triunfo te abandone,
Avnque o ervor te lastime,
Avoque ana traicica tev hieta,
Aswqae vea iloside se apague,
SAanque igeoren tus esfueczos,

Ausqus la ingratitod seq [a paga,
Aunque la iscompreasion corte tus visas,
SAenque todo parezen nada.....

{ VUELVE A ETOPEZ AR

EL SENOR
BUSCA TODAS
LAS OCASIONES
PARA VOLVER
A EMPEZAR.
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RESUMEN

La enicrmedad de Lyme afecta a una gran varicdad de vertebrados incluyendo canidos
y humanos. El agente etioldgico es la espiroqueta Borrelia burgdorferi (Johnson, 1984) y se
ransmite por picadura de garrapatas. El ohjetivo del presente trabajo fue determinar la
presencia de B, burgdorferi en la poblacion de ¢dnidos pertenceientes al drea metropolitana
de Monterrey, por medio de ka reaceion en cadena de la polimerasa (RCP) ¢ identiticar los
vectores  potenciales  Se eswudiaron cuatro localdades (Fomerrey 33, La  Estanzuela,
Provileén y ¢l Centro Antirubice de Guadalupe . L towal de 235 muestras de sangre se
ordenaron en 21 grupos para extracr ¢l ADN v efectuar o veaceion de ampliticacion de una
weeion altamente conservada del gen Osp A de ke copa purogena B3 por RCP, empleando
oo mciadoies a0 dos ol gomecloctdos T SCGAAGATACTAAATCTGT y
SGATCAANATATTTCAGCT L. S¢ ohiuviciom dos grupos positivas. provenientes  del
Centro- Anticrdbeeo Guadalupe (81, 125 cp v La Pstanzucla (41, 25% ). De los 235 perros
craminados se obtuvo un total de 1572 ganapatas, 1633 machos y 939 hembras) que fucron
id nuficadas como Rhipicephalus sanguineus (1565), Amblyoma cajennense (1 ) y
Dermacentor variabilis € 6 ). Sc concluye gue fa enlermedad de Lyme estd presente cn el
drca metropolitana de Monterrey. dobidy o que so detectaron cdnidos portadores de B.

burgdorferi y adcmis sc encuentran los vegtores potenciales.



INTRODUCCION

La enfermedad de Lyme 6 borrelosis de Lymwe, causada por la espiroqueta Borrelia
burgdorferi (Johnson, 1984,) fue reportada por primera ves cn humanos en 1975 en el
Sureste de Connecticut, E.U.A, El nimero de casos humanos reportados anualmente en 1os
Centros para el Control de Enfermedades (CDC) se ha incrementado notablemente; mds de
40,000 entre 1982 y 1991, y el 81% de todus 1os casos de enfermedades transmitidas por
artrépodos entre 1986 a 1990 correspondio a esta enlermedad. En 1993 los CDC reportaron
que esta incidencia se elevd a mds del C04G . con un total de 9,677 casos (Greene et al.
[988).

La espirequeta B, burgdorferi inlecta a una gran variedad de vertebrados (pdjaros,
perros, venudos. raiones, humanos, cte ). 1o enlermedad se transmile principalmente a
través de lapicaduwra deoparrapatas. 1 pemcipal scetor en los Fatados Unidos es la
“garrapata del venado” {xodes dammini, Spiclman, Clittord. Piesman & Corwin, 1979, la
cual ticne una ampha distiibucion geogratics, dada su alta dispersion por aves migratorias.
La dindmica poblacional de este veetor es muy importante, ya gue ¢l resgo de los humanos
para adquirir la enferinedad esta en luncion de la abundancia de la garrapata. El grado de
inlestacion por £. dammini. a su ver se relacwona direetamente con la densidad del venado
“cola blunca”, Odoceileus virginianus (Zmmerman).

Poco despucs del descubnmiento de la bacteria B, buargdorferi, s¢ desarrollaron
pruchas seroldgicas para detectar la entermedad como es la inmunolluoreseencia indirceta
(LFD) de anucuerpos y ELISA. Dos desventajas de estos metodos son su limitada sensibilidad

y especilicidad ya que presentan reacciones cruzadas con otros patdgenos. Debido a lu

[



reiativa precision del diagndstico lempranu de la enfermedad es de gran relevancia para el
control yfo crradicacidn de la misma; por lo tupto estos métodos deben complementarse o
sustituirse por otros més confiables. En aflvs recienies se ha disefiado y perfeccionado un
método conocide como la Reaccidn en Cudena de la Polimerasa (RCP), que permite la
dewccidn de una secuencia conocida de nucledtidos presente en el genoma o en mezclas de
genomas, aon y cuando el nimero de copias de la seeuencia sea muy pequeno (Saiki et al.
1988). Por su poder resolutivo, versatilidad y especilicidad. este método ticne maltiples usos
en la investigaeion. Es por lo anterior que se flevd a cabo este estudio; para con el nucvo
método (RCP) hacer un duagndstico rdpdo y altamente confiable de la enlermedad en las
poblaciones de perros urbanws, los cuides podran ser en un momento dado, un factor de alto
nespo par el hombre.

La enfermedad de Eyme ¢ caracteniza por prosentar tres estados patolégicos. La
fase micial consiste en und fesion cutdnra Namada cotema erénico migratorio (E.C.M.), la
segunda fase se expresa en anormalida les neurologicas y distutbios en la conduccion
cavdfaca y en fatercera ocurre una arhitis franca en las dltimas clapas de la enfermedad. La
manifestacion de estas pueden varidr d - dias o anos despucs de la infeccion inicial. Los
desordenes en los micmbros y arbculacioaes se encucntian asocrados con la presencia de
anticuerpos 1gG como indicadores de inlecciones por B, burgdorferi. La entermedad se
manifiesta cuando los anticuerpos TeGoson elinamente altos y las cantidades de

anticuerpos IgM son bajas.

(W8]



IMPORTANCIA

La entermedad de Lyme es una de las de mayor prevalencia en los E.U.A., debido a
la gran cantidad de hospederos y vectores involucrados. Esta ubicada enwe las primeras
cinco enfermedades transmitidas por artrpodos y ya s¢ han reportado los primeros casos en
el Norte de Mcxico.

Sin embargo, en nuestro pan se fe ha dado escasa importancia o pesar de la
prescencia de los principades vectores v hosp ederos. En Nuevo Ledn se han reportado ocho
casus humanos que resuliaron positivos a I prueb iy do ELISA con twlos de 1:100 a 1:800
(Salinas-Mcléndez er al. 1992). Recicniemente se diagnosticd la presencia de la bacteria B.
burgdorferi cn biopsias de dos pacientes dl Hospial Universituio(UANL), con los
statomas upicos de la elermedad Jde Lyme. Tamiien sewd snahico de una muestra de liquido
sinovial (LS) de un perro con attitis por medio de la Wemica de RCP (Salinas-Mcléndez et
al. 1995). De agui se deriva la necesidad de un programa de vigilancia epidemioldgica en los

perios urbanos. ya que su poblacion es bastante alta on toda el drea mewopolitana.



ORIGINALIDAD

En Nucve Le6n sélo se han realizado dos estudios referentes a la serologfa de la
enfermedad . El primero en (1992), se reportaron ocho pacientes con antecedentes de
picadura por insectos hematélagos y que desarrollaron anticuerpos conua B. burgdorferi,
mientras que cn ¢l segundo, se diagnosticod B. burgdorferi en dos biopsias de humanos y en
un perro con artritis por medio de ta prucha de la RCP. El presente estudio es el primero que
se lleva a cabo de una manera sistemducd, sobie el diagnéstico de B. burgdorferi, tanto en
las principales garrapatas vectoras de la enlermedad, como en la poblacion de cdnidos en el

drea metropolitana de Monteriey, Méxen,



OBJETIVOS

Objetivo General.

Detectar la presencia de 1a bacteria B. burgdorferi, causante de la enfermedad de
Lyme en las principales especies de garrapalas vectoras y en los cdnidos presentes en €] drea

Metropolitana de Monterrey, N.L.

Objetivos Particulares,
1.- Determinar las principales especics de garvapatas que parasitan a los cdnidos del

drea metropohitana de Monterrey.

2.- Detectar la presencia de Lu bacteria B, burgdorferi en garrapatas por medio de la

téenica de Ja reaccion en cadena de la polimeriasa.

3.- Determinar o presencia de B burgdorferi en la sangre de los clnidos

pertenccientes al drca metropolitana de Maonteorey, por medio de la RCP.



ANTECEDENTES
L- USO DE TECNICAS TRADICIONAILES.

En México no se le ha dado la imperancia debida a la enfermedad de Lyme, por lo
cual son escasus los trabajos que se han efectuado. Entre ellos destaca el de Salinas-
Meléndez or af.(1992) quienes reportan un estudio en Nueve Ledn. En ocho pacientes con
antecedentes de picadura por insectos hematdélugos y que presentaron lesiones eritematosas
anulares en la picl, anralgias en manos. todillas y cucllo, se determing la presencia de
anticuerpos para B. burgdorferi por medio de la teenica de ELISA. Los ¢asos examinados
resultaron positivos con titulos de 1100 o 1:500 de [2G.

Posteriormente Salinas-Meléndez er «l. (1995) usaron la téenica RCP para
amphificas sceuencias de ADN de B. buredorferi,. para su deteecién en muestras de
humanos y canidos Conun par de o von cle nid s inph dewon un ragmento de 244 pares
do bases que esoparte dela regron vane bie VB dal zen 168 (RNA de 8. burgdorferi.
Detectaron la esprroqueta en dos bapsias de picl ¢n pacientes con acrodermalitis, y en el LS

de un pereo conartritis.

No obstante, ha sido ¢n Futados Unidos de América y Eutopa donde se han realizado
una gran cantidad de trabajos referentes a osta entermedad. Los estudios realizados han
incluido a los diversos vectores, asi como tamt ien las éenicas de diagnéstico mds utilizadas
como la de inmunofluorescencia indirecta (1) y Ya RCP.

Originalmente lue Burgdorfer «f al. (1982) guienes aislaron la espiroqueta B.

burgdorferi dc garcupatas adultas de f. dammini. la gasrapata incriminada como vector de



la enfermedad de Lyme. Los sintomas aparentes fucron las grandes lesiones cutdneas en
concjos de 10 a 12 semanas después de que las garrapatas inlectadas se alimentaron sobre
ellos. Las muestras de suero provenicnles de pacienes con enlermedad de Lyme fueron

observadas por IF1 por presentar anticuerpos de este agente.

Despuds Benach er ¢l (1983) detectaron y aisluron espiroquetas en la sangre de dos
de 36 pucientes en Long lsland y Wesicher County, NUY. | quicnes presentaron sintomas
sugestivos de la eniermedad de Lyme. Las esprroguetas fucron morloldgicamente similares y
seroldgicamente idénticas a los orpanismos cncontrados recientemente infectados con /.
dammini. Fucron colectados on una drea endemica y Tueron  epidemiolggicamente
imphcados comu vectores de Lo entermedad de Lyme. Ambos  pacientes desarrollaron

anticuerpos cspectlicos en especnnenes paie wh s de suei,

Mas tarde. tue Piesman-Sinsky (1988 quien csudid la nabihdad de los estadios
mmaduros de wres especies de garapatas del Sueeste de Estados Unides para adquirir,
mantener y wansmitic B, bargdorferi bao condictones de laboratorio. Conlirmé que las
gartapaias  Dermacentor variabilis  (Suy) 3y Amblyomma  qmericanum  (Linnaucs)
adquirieron ke infeecion como Jarvas con tasas de infeceion de 9% (16/178) y 1% (6/425)
repectivamente. Esto indicd que la infeccion tue incficiente y de corta vida, En contraste,
Ixodes scapularis (Say) infectada como  larva, s logré mantener la  infeccién
transestadialmente, Asi mismo cn fase de ninfas fueron infectadas y lograron transmitir la

infeccidn a cuatro hamsters.



En otro estudio en Alabama, Luckhart ¢r ol (1991) examinaron un total de 451
hospederos para determinar la presencia de garrapas, entre los cuales se muestrearon: “ratén
algoddn” (Peromyscus gossypinus). Rhodes, “rata algodén” (Sigmoedom hispidus), Baird,

“ratén de casa” (Mus musculus), Walerhouse, y “venado cola blanca” (Q. virginianus).

De un total de 859 garrapatas de las especies A, americanum, Dermacentor
albipictus, Packard, D. variabilis, Sax, 1. scapularis y Rhipicephalus sanguineus Latreillc,
que fucron removidas de hospederos por medio de dragado, A, americanumn ¢ I. scapularis
conformaron ¢l 53.4% del wotal de garrapatas colectadas. Casi la mitad del ol de
garrapatas fueron cxamimados pava determnar la presencia de B, burgdorferi por IFL Los
resultados revelaron gue cuatro ninfas 3 dos wlulws de A, americanam en “venado cola
blanca” (Qdocoileus virginianus) y wes luvas de Foseapularis cn “ratén algodén” S.

hispidus (Baird), presentaron la espiroqueta B, burgdorferi.

Posteriormente en Texas, Teltow o of. (1991) reportaron ¢l aislamienio de B,
burgdorferi cn ocho de 1,093 cspecimencs doe arlrépodos, entre cllos vadas garrapatas y
una especie de mosca, incluyendo A. americanumn, A. maculatum, I. scapularis y
Ctenocephalides felis, Mcéndes. Los ocho aislamientos reaccionarén espeeificamente cuando
se trataron con anticuerpos monoclonales para B. burgdorferi.

En Maryland, Amerasinghe ¢ «f. (1992) reportaron que en una colecta de

garrapatas de un total de 3,437 especimences de 4. dammini. colectados en 538 (42%)de



1,281 venados, junto con 2,013 D. albipictus y 23 A.a americanum de 34(0.5%) venados
0. virginianus, €l rango de prevalencia de L dammini vario de 0 a 79% en venados y la
abundancia media fue de 0 a 7.3 garrapatas por venado en las diferentes areas de estudio.
El promedio de infeccion de garrapatas (prueba de inmunofluorescencia indirecta)
mostré un rango de 0 a 21% con una media de ocho La densidad de garrapatas por
venado y el promedio de infeccion de !a espiroqueta vano con respecto a la regién
fisiografica. El nivel de infeccion mas bajo fue en la region Appalachian, intermedia en

la Piedmont y alta en el Oeste y Este de la regron Costa Plana

Mukolwe ¢f «/. (1992) ahmentaron a replesion I scapularis, A. americanum y
D. variabilis sobre conejos blancos de Nucva /Z¢landa infeclados expenmentalmente con
B. burgdorferi. Solamente en I scapularis las tasas de infeccion fueron 18 y 21°%,.
Cuando las ninfas de cada especie mudaron y se alimentaron sobre conejos suceptibles,
las espiroguctas nuevamente se aislaron en necropsias, pero solo de los conejos

expuestos a I. scapularis

Finalmente, tambien fuc en l'exas donde Rawlings-Teltow (1994) reporto que las

espiroquetas se detectaron en | 03% de 5,141 4, americanum (adultos)

Anderson ¢/ «f. (1983) observaron la espiroqueta en el intestino medio del 35%

de 147 garrapatas I. dammini colectadas en tres localidades de Lyme y Fste de Haddam,
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Connecticut. (Las garrapatas positivas fueron removidas de  “mapaches” (Procyon lotor,
Wagler), “ralon patas blancas”™ (Peromyscus leucopus, Rafinesque) y “adillas rojas”
(Tamniasciurus hudsonicus. Gordon). Tambicn fueron aisladas espiroquetas a través del
medio de cultivo modificado de Kelly (BSK) en nucve ninfas de I dammini y adultas

alimentadas parcialmente, asi como de la sangre de un mapache y un raton patas blancas.

Burgdorfer e¢r «l. (1985) publicaron un estudio donde de 1,687 adulios de 1
pacificus  colectadas en la vegetacion 25 (L% ) presentaron la espiroqueta B.
burgdorferi. por medio de la teenica de {FL De 715 eurapatas de Oregon, 14(1.96%)
resultaron infectadas, asf como L1136 de 972 garrapatas de California. De un total de
25 garvapatas L pacificus inlectadas, 17 presentaron la espirogueta solamente en intesting
medio. las ocho restantes mostraron mlecaion gencralizada en todos los wejidos, lo que
pucde reflejar condiciones Nisioldgicas a lversas para ¢l desarollo de la espiroqueta en cl

hemocele.

Magnarelli e7 ¢l (1983) clectuaron un estudio en regiones inlestadas de garrapatas
en el Sur de Connecticut por medio de la téenica de IFD en sucros de pemros. Encontraron
titulos de anticuerpos de 1:64 a 1:512 ¢n 22 de 84 muestras de sueros. Un registro clinico de
52 perros seropositivos indicaron antecedentes de cojera ntermitente en 19 de estos.
Tambien presemtaron inflamacion de las articulaciones en miembros que se desarrollaron

tpicamente en perros sin antcucrpos IgM. Observaron una estrecha cercania geogrifica
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para todos los perros confirmados con anticucrpos para B. burgdorferi en 4reas del

Surcentro y Sureste de Connecticut, donde la enfermedad de Lyme es muy comin.

Marcus ¢t al. (1985) Ucvaron a cabo una investigacion ¢n Nueva Inglaterra para
detectar anticucrpos para B. burgdorferi en caballos, Doce de 50 caballos seleccionados al
azar en dareas endémicas, mostearon tulos de anticuerpos por 1FI de 1:8 a 1:2,048 para B.
burgdorferi. Uno de 50 caballis de dreas no endémicas mesud titulos de 1:8. También
encontraron  caballos  seropositivos gque no aglutindron  anticuerpos contra la reaccién
cruzada polencial con Leptospira spp. 1o cudl indic ) que los caballos en dreas endémicas

estan expucstos a la espiroqueta B, bargdorferi.

Burgess (1986) realizd un estudio referente o la infeccién natural de perros én
Wisconsin. El 83% de 380 perros Juerdn positivos @ anticuepos por inmunofluorescencia
indirccta para B. burgdorferi o ung dilucion de 1:64 o mids. La bacteria fué aislada de la

sangre de los perros.

Rawlings «r al. (1987) acalizaon una investigacion en Texas  cultivando la
espirogucty B. burgdorferi cn medio Jde culing de Kelly (BSK) ¢n muestras de sangre,
LCR. LS, picl. hueso y teqido de autipsia humana. Reportaron el 2% de 100 muestras de
sangre como positivas y también 31 muestras de picl 8(149%). La esprroqueta fue observada

en uno de sicte (14%) cultivos de TCR. En dos autopsias la espiroqueta fue aislada del

higado y bazo. Tambiende TS radill y hueso Se utihzé Ta prucha de IF] pura diagnosticar



Ja presencia de la espirogueta confirmandose que sicte de los aistamicntos resultaron ser B.

burgdorferi y el resto fueron otros géneros de Berrelia.

Greene er «f. (1938) en un estudio en o} Norte de Carolina para detectar anticuerpos
de B. burgdorferi en perros, utilizaron IFl para detectar anticuerpos en sueros de 600
perros en 1983 y 402 perros en 1985, Fo ambos aios fos rangos de prevalendia. fueron de

3.6% y 2.7% respectivamente,

Magnarelli er af. (1968) al cstudiar cquinos del Noreste de Estados Unidos, 705
muestras de sangre fueron examinadas por TFL L os anticuerpos 1M e inmunoglobulinas
wtales Tucron detectados en 37 (5.34) y 90 (12 8¢ ) muestras de suero respectivamente. La
media geomdctrica mds alta (140.4) de fos titale s para anticuerpos IgM se encontré durante

el mes de Julo.

En ouo estudio, Magoaredti ¢ «f. (1988) 1 bajand » con mawenal de Connecticut,
Maryland, Norte de Curoling, Georgia y Plonda, para dic gnosticar anticueipos en venados
(Q. wvirginmianus) y mapaches (P, lotor). La scroposibvidad para venados fue alta en
Connecticut (56% de 353 sweros) y Manlad (51% de 35 sueros). Los mapaches en
Connecticut, Maryland, Norte d¢ Car fina y T oorida, también presentaron anticuerpos, pero
la prevalencia de sueros positivos fue alte en Marviand (79% de 14 muestras). Basados en

prucbas de  alsorciGn, las  inmunogiobulinas  detectadas en estos mamfferos fueron
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probablemente especificos para B. burgdorferi. La prucha de ELISA [ue mds sensible que la

IFl y fue mds apropiada para analizar un ndmero mayor de muestras de suero.

Cohen ez al. (1990) ¢n un estudio realizado también en canidos en Texas, de 2,409
muestras de sucro analizadas por 1FL 132 (5.5%) resultaron positivas. Los perros macho,
fuerén mds scropositivos que las hembras para B. burgdorferi y 10s signos clinicos més
frecuentes ¢n los perros seropositivos fucron cojerd. alteraciones neuroldgicas, oftdlmicas,

dermatoldgicas, renales y hepitica.

Magnarelli ez af. (1990) desarrollaran pruchas de ELISA para delectar anticuerpos.

en concjos eola de algodon”. Cinco eatractos antigémceos de B. burgdorferi fueron
analizados para determinac ki vanabinda L en e~ resultad s de las pruchas serolégicas. En el
analisis de 79 muestras, Tt scropositividad oscito en wi S6¢¢ para culuvos de tepdo de riion,
y un 68% presentaron scropositividad para un resuliado de talsos-positivos -cuando el
antisuero de congjo dereferencia paca 8. hermisit v Treponema pallidum fueron

protegidos contra B. burgdorferi. Lo~ concjos respondicron inmunolégicamente a B,

burgdorferi. pero sc observaron variaciones on las pruchas seroldgicds.

También Monsen ¢f af. (1990) coleclaron muestras de suero de perro y fueron
probadas por IF]L. Dos muestras fueron posiuvasde 100. En colectas de ninfas y adultos de L
pacificus 'y Dermacentor occidentalis, Mux y piobadas por IF1 wvsando anticuerpos

monoclonales HS332, la azdn de inlecaon total fue de 1.5% de 1,122 garrapatas D.
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occidentalis colectadas no bhubo positivas. En 1989 s¢ presentd un total de 32 casos

humanos reportados por el Departamenio de Salud Publica.

Artsob er al. (1991) analizaron cultivos de intestind en siete garrapatas semi-
alimentadas y colectadas entre 1991 y 1992, cinco L. damunini y dos I scapularis
removidas d¢ un perro. Encontraron B. burgdorferi cn una garrapata I. dammini que fue
removida de un gato. Utilizaron ko wéenica de 1T sobie los sueros de 75 perros, siete gatos y
ocho venados “cola blanca” colectados en Prinee Edward [sland enwre 1989 y 1992, los
cuales revelaron Ltulos de anticuerpo de 1:256. El ieactor fue un perro con antecedente de
haber vidjado a los EUA Este estudio documentd el primer reporie de aislamiento de B.
burgdorferi co ¢l Aldntico en Canada, puza por la muoduccion de Jxodes dammini en

aves migrdatorias,

Levine et al. (1991) por IT1, obscry v guo ja bacteria estuvo presente en nueve
(229% ) Ixodes coekei Bishop, removidas de ratas Srwee”™ (Orvzomys palustris), un ralon
“patas blancas™ (P. leucopus) v mapaches P fotor). 1a espiroqueta B, burgdorferi fue
detectadu solamente en Ixodes dentatin™ colectadas on un Thrasher calé (Texostoma
rufum). Todas las garrapatas ntectadas y tos hospederas serope sitivos fueron colectados al

Este de la costas de Virginia.

En Alemania, Kahl o al (1992) colectaon ainfas sin alimentar L ricinus,

Hlaemaphiysalis concinna Koch y adulu s D, reticulatus Koch. En juho la abundancia de
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nintas de 1. ricinus fue alrededor de dos a wes veces mas alto que las ninfas de H.
concinna. En Scpuembre la actividad de alumentacion de ninfus 1. ricinus fue nuevamente
alia, asf como en los adulios D. reficulatus y baja en mnfas de H. cuncinna por IFI. La
prevalencia en [ ricinus varid de 12.1% a 21.0%. No sc encontvd B. burgdorferi en H.

corcinna. De los 1 16 D. reticulatus examinados el 11.3% resultaron positivas.

Magnarelli er ¢f. (1992) usando IFI deteetaron titnlos de 1:64 a 1.512 en 22 de 84
muestras de sucro de cdnidos. Sc hicieron pruebas en las muestras de sucro pareadas de 20
pertos scropositivos que revelaron diterencias temporales en titulos. Ocuiricron cambios

breves durante un mes ¢ s¢ extendieron pur mds de cuatro afvs en perfodos de muestra.

Sharon ¢r al. (1992) en colectas o 1 dammini y wmbién por IFL, encontraron que
la tasa de mfeceion varnd estactonalmente. T primavera de 1990 Tue de 38.1% de 105
especimenes, 600.3% de 131 especimencs en ot fio de 1990 y 41.2% de 131 en primavera de

1991.

IL.- USO DE LA TECNICA DI: LA RO

Rosa er al. (1989) usaron una prucba altamente especifica y sensitiva para B.
burgdorferi, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP). La secuencia
conscrvada de ADN blanco fue de origen cromos6émico por pruchas de hibiidacién. Entre
todas las cepas de B. burgdorferi probadas, no se presentdé la estrecha relacién con

miembros del género B. hermisii. La prucha de RCP  lesarrollada de esta secuencia
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reaccion6 con 17 de 18 cepas de B. burgdorferi pero con ninguna otra especic de Borrelia
probadas. La reaccién fue sensitiva para menos de cinco copias del genoma de B,

burgdorferi, igual en la presencia de 10° del exceso doble de ADN eucaridtico.

Malloy er al. (1990) trabajaron con la técnica de IFD en muestras clinicas de sueros
caninos. Los resultados revelaron que 76 de 308 sueros presentaron Litulos de anticuerpos,
con rango de 1:64 a 1:384. De las muestras positivas scleccionaron 15 muestras clinicas y

dos dc orina, pura determinar la sensibilidad de la RCP. Solamente una muestra de sangre

mostré reactividad para la RCP.

Nielsen er al. (1990) usaron la amphiicacion de ADN por RCP para detectar ADN
de la espiroyueta. Los iniciadores de Ja amplificacién cspecifica originaron 145 pares de
bases del fragmento de ADN del gen Osp A de B. burgdorferi. La amplificacién del
producto fue detectado por electroforesis de un gel de agarosa y tefiido con bromuro de
ctidio y también por hibridacién en una prucha de oligonucletidos radioetiquetados. El
método de hibridacion fue mds sensitivo lograndose detectar titulos de 50 fg de ADN de B.
burgdorferi lo cuil corresponde a paco mds de 50 espiroguetas. La especificidad de la RCP
para B. burgdorferi fue probada mediante el uso de ADN de otros organismos en plantillas

de amplificacion. No s¢ encontraron neacciones cruzadas.

Persing er al. (1990) vabajaron RCP para amplificar sceuencias de¢ ADN de B.

burgdorferi, y lue aplicada para la deteeciin de la espiroqueta en las garrapatas vecloras. E1
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blunco para la amplificacion de RCP, fue ¢l gen Osp A de la cepa B31. Los andlisis de
aislamicntos de diferentes drcas geogratficas, indicaron gue cste gen podria usarse para
wentificar mds aislamientos en Norteamérica, Estos métodos fueron cxtendidos para el
andlisis de colonias de I. darunini y en colectas de campo, Las secuencias Osp A especilico,
¢ identificados en 15 de 15 colonias de ninfas de garrapatas, las cuales se habian alimentado
previamente en un animal infectado; los productos amplificados fueron detectados en &
garrapatas control. En tejidos de intestino de garrapatas adultas y ninfas colectadas en
campo. s¢ examinaron por IFl y RCP. La IFI idenuficd 16 garrapaws infectadas de 30
especimenes parcados; 15 de estos especimencs fueron positivos para RCP. Un especimen
fue positivo para RCP, el cual habia sido ncgativo por IFL. Las garrapatas vivas y las

disectadas fueron apropiadas para este andlisis.

Debue et al. (1991) utilizaron oligonucledtidos como iniciadores en un ensayo de la
RCP para la amplificacion de ADN cn B, burgdorferi de res muestras de LS y 30 de liquido
cetalorraquideo (LCR). Eslas muestras fueron previamente positivas por medio de métodas
inmunoldgicos, con anticuerpos 1gG ¢ 1gM anti B. burgdorferi, ¢xceplo e¢n una muestra de

LS y tres de LCR. Se detectd ADN de B. burgdorferi en 10 muestras de LCR y dos en LS,

contirmando los resultados inmunoldgicos.

Kruger er al. (1991) se apoyaron en la RCP para amplificar secuencias especificas
de ADN en dilerentes aislamientos clinicos de B. burgdorferi y LCR cn dos pacienies con la

enfermedad. El producto de amplificucion fue visto por medio de un gel de poliacrilamida
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para clectroforesis y tehido con bromuro de etdio para ser visualizado. La amplificacién de
ADN contirmé un fragmento de 290 parcs de bases en las muestras de cultvo de las
dilerentes cepas de B. burgdrerferi y en muestras de LCR de ambos pacientes.

Melchers ef al. (1991) aplicaron la RCP para el diagnéstico en biopsias de piel en
pacicntes con eritema crénico migratorio (ECM) y acrodermatitis crénica awrdfica (ACA).
Inicialmente la cspiroqueta no se detectd microscopicamente en 15 biopsias obtenidas de
nueve pacientes; sin embargo B, burgdorferi s¢ aisl6 en sigte de ocho de estas muesiras a
través del medio de cultivo BSK. Por medio de la RCP, se detectaron secuencias especificas
de B. burgdorferi en 12 de las biopsias. En wres de cuatro pacientes se presentd ECM vy
cuatro de einco pacientes presentaron ACA. La espiroyueta se aistd de una biopsia en un
paciente con ECM que fue negativo a RCP lo que se indicd como falso negativo, quizd por
¢l bajo namero de espiroquelas presentes en la lesion. Los positivos de la RCP con ACA

contirmaron cl concepto de que B. burgdorferi persisie en la picl por largo tiempo.

Rosa ¢f al. (1991) por medio de secuencias de cromosomas homélogos, aislaron B.
burgdorferi. ast como la espiroqueta de la licbre recurrente, B, hermsii. La comparacién de
secuencias de inter-intraespecies, permiticron ¢l disciio de iniciadores especilicos de B.
burgdorfert para la RCP de 1odas las cepas examinadas. Los miciadores de B. burgdorferi
se subdividicron en dos grupos: todos los aislamicntos norteamericanos y los pocos

curopens lormaron un primer grupe., y un segundo lo formaron los aislamientos curopeos y

los asiducos.



Wise et al. (1991) reportaron que una regién de 419 pares de bases del gen de la
flagelina cn la secuencia de B. burgdorferi luc utilizado como un blanco para la RCP. Con
una prueba de un gen especifico y no radiogtiquetado, la sensitividad [ue baja observandose
en uno de 10 espiroguetas. El fragmento del gen blanco fue conservado en las cepas
americanas  y ewropeas de B. burgdorferi probadas y enue varias otras borrelias

patogénicas.

Lebech et al. (1992) usaron la RCP para identilicar B. burgdorferi ¢n orina y LCR
en pacicates con nucroborreliosts de Lyme, Las muestras de orina y LCR s¢ procesaron
antes, durante y ocho meses despuds de una terapia. Se detecté ADN de B. burgdorferi cn
muestras de orina en nueve pacientes, incluyendo dos pacientes con neuroborreliosis crénica
por medio de la RCP antes del vatamiento; micntras gue las muestras de orina de 4
pacicntes restantes obtenidos de tres a seis dias después del inicio de la terapia resultaron
positivos por la RCP. Todas las muestras de orina obtcnidas cuatro scmanas después de la
terupia fueron negativos. La RCP fue menos sensitiva para LCR, con cuatro pacienles

positivos solamente incluyendo uno con ncuroborreliosis crénica.

Lebech er al. (1992) desarrollaron la técnica de la RCP para utilizarla en la
identificacion de Tragmentos de flageling de 248 pares de bases de B. burgdorferi en orina y
lluido cerebroespinal en pacicntes. Las especilicidades de los productos de ln RCP se
conlumaron por hibridaciéon de ADN-ADN con una prucba interna. La prucba tuvo una

deteccion limite de 10 B, burgdorferi cultivadas in vitro. La prueba de RCP fue especilica



para el DNA de todos los 21 aislamientos de B. burgdorferi en humanos examinados, pero
no se logrd amplificar B. hermsii o Treponema pallidum. El ADN de B. burgdorferi fue
detectado en muestras de orina de nueve pacicnies con neuroborreliosis crénica, las cudles
fucron positivos para RCP anterior al tratamiento. La RCP para fluido cerebroespinal fue

menos sensitiva, y las muestras de solo cuatro pacientes incluyendo uno con neuroborreliosis

crénica fueron positivos.

Rabb et. al. (1992) identilicaron B. burgdorferi en una caso reportado en 1988 de
un hombre de 35 afos con antecedentes clinicos de 1a enlermedad de nédulos eritematosos
de varios meses de duracidn. Se analiz0 una muestra de sangre para diagnostcar por RCP y
determinar 1a secuencia de ADN de la bacteria. El resultado reveld que la bacteria cstuvo
prescnte en la muestra probada. Se analizaron biopsias para corroborrar la presencia de esta

bacteria por medio de Ja RCP con resultados también positives.

Andrew et al. (1993) inocularon B. burgdorferi cn ratones para ver cultivos, sangre
¢ histologia de érgunos blanco y comparados con la RCP. De un total de 247 muestras de
corazan, cerebro, vejiga y sangre, Jas pruchas coincidicron en un 72% entre la RCP y el
cultivo. De 69 especimenes 51 fueron positivos para RCP y 18 en cultivo. La RCP fue 93%
mas sensible en los Grganos examinados. Los Organos comunmente positivos en cultivo y
RCP fueron corazon y vejiga. El cercbro se encontrd infectado en 26% de los animales, lo
gue determind que después de la inoculacién invadermal los 6rganos més sensibles fucron el

cordzon y vejrga.



Feir et al. (1994) estudiaron la presencia de B. burgderferi cn garrapatas colectadas
en ¢l Sureste de Missour y a los alrededores de 1a ciudad de St Louis. La espiroqueta fue
detectada ¢ identificada por IF1 en 1.9% de 443 A. americanum y 2.0% de 1,752 D.
variabilis. Los organismos positivos por [FI fueron verificados por la RCP, por lo que s¢
utilizaron iniciadores especificos de B. burgdorferi. 1a secuencia de ADN amplificé 371

pares de bases como productos de RCP en dos garrapatas positivas de Missouri, 1o que

mostrd un 97-98% de identidad.

Pichon et al. (1995) ¢n una nvestigacion ¢n pamavera de 1994 en Rambowllet
Forest, Paris, colectaron un total de 249 ninlas de I ricinus sin alimentar para ampliticar
ADN de 1a bacteria por la RCP. Los 1esultados revelaron que 30 de 249 especimenes fueron

positivos a B, burgdorferi.

Una forma de complementar ¢l diagnéstico de la enfermedad de Lyme, cs el

atslumiento del agente causal de la enfermedad, la espiroqueta B. burgdorferi, tal como lo

hicieron en los trabajos siguicntes:

Berger et al. (1985) cstudiaron a B, burgdorferi previamente aislada con dificultad
en lesiones de eritema crénico migratorio en la piel de humanos. La espiroqueta se
diagnosticé en seis de 14 biopsias de picl y cultivada en un medio de cultivo BSK . En dos

muestras donde se realizd el cultivo de la espiroqueta B. burgdorferi; csta fue observada y
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se corrohord cn cortes histopatolégicos. Estos hallazgos in vitre puede ser una ayuda para

determinar antibidticos especificos para el tratamiento de 1a entermedad.

Boyce ez al. (1992) reportaron el aislamiento de B. burgdorferi a través del medio
de cultivo modificado BSK en sangre de una rata Neotoma fuscipes* en California. Este es
el primer reporte del aislamiento de B. burgdorferi en el Sur de California, donde se

demostré que la espirogucta es cnzootica en las montafas cerca de la mayoria de las

poblaciones humanas en ¢l centro del Estado.



MATERIAL Y METODOS

AREA DE ESTUDIO

El presente estudio se realizé en cuatro colonias pertenecientes al drea metropolitana
de Monterrey, Nuevo Ledn, México: La Estanzuela en Monterrey, Centro antirrdbico de

Guadalupe, Fomerrey 33 en San Nicolis de los Garza y Provileon en Escobedo

respectivamente. (Fig 1)

COORDENADAS

Las cuauro locahidades carresponden a cuatro municipios del drea metropolitana y su

ubicacién se deseribe con las coordenadas del siguiente cuadro:

CIUDAD LONG. NORTE LAT.OESTE ALTITUD
Monlerrey 25° 407 100° 19 540 msnm
Escobedo 25° 491 100° 19" 500 msnm
Guadalupe 25° 41! 100° 14" 500 msnm
San Nicolds de los Garza |  25° 44" 100° 18" 500 msnm

El drca metropolitana de Monterrey, México, presenta un clima semiseco, cdlido y
muy cilido con una iemperatura media de 22.1°C. Durante la €poca de lluvia se presenta

una precipitacion de 623.5 mm anuales (INEGI, 1984).
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COLECTA DE GARRAPATAS

Las colectas se llevaron a cabo de Marzo de 1994 hasta Agosto de 1995. Los
muestreos en las colonias se hicieron completamente al azar, sobre una superficie de
aproximadamente el 33% del 1amafio total de la colonia, realizando un muestreo aleatorio
entre las viviendas con o sin perros en su domicilio. El ndmero de casas muestrcadas por

colonia varié entre 40 y100, dependiendo del tamaiio de la colonia y de las casas.

Sc colectaron garrapalas cn los cdnidos presentes en cada una de las casas de las
localidades estudiadas. Fueron removidas en forma manual & con pinzas (estadios ninfales)
inspeccionando durante 5 minutos las partes mds irrigadas del cuerpo del perro (orejas,
cuello,ete.) segun la téenica deserita por Amerasinghe (1992). Las garrapatas s¢ depositaron
en wbos de cnsaye de 13 X 100 con wpon y previamente etiquetados, con el fin de

transportarlas al laboratorio de Biologfa Molecular del Laboratorio de Parasitologia para su

posterior identilicacion taxondmica, mediante las claves de Furman y Loomis (1984).

DETECCION DE Borrelia burgdorferi EN GARRAPATAS

La detcccibn de B. burgdorferi cn garrapatas, se realizd de acuerdo a la forma
descrita por Persing et al.(1990), mediante la homogenizacién del contenido estomacal de
garrapatas cn butter TE, con un pistilo Deltawere No. 95100, El extracto se ¢centrifugd 10
min. a 14,000 rpm y después sc cnjuagd con bulter de foslatos (PBS), desechandolo por

centrifugacién para posteriormente resuspenderlto en agua bidestilada esiéril y calentarlo a



94°C por 10 min., para lisar las células y utilizar las muestras directamente para las

reacciones de RCP.

TOMA DE MUESTRA DE SANGRE EN L.0§ PERROS
Las mucstras de sangre fucron tomadas con jeringas estériles de 3ml y con aguja de
I8 X 14 1/4. Se extrajo de la extremidad anterior mediante canalizacién de la vena cibito

radial, e inmediatamente después fue transferida a un tubo de ensaye heparinizado estéril y

almacenada en hielo para su ransporte al laboratorio.

EXTRACCION DE DNA DE LAS MUESTRAS DE SANGRE CON
ANTICOAGULANTE.

El aislamiento de ADN gendmico de alio peso molecular de la sangre, se realizé
mediante la lisis de membranas celulares, desnaturalizacién y degradacidn de las proteinas
asociadas al ADN, la extraccion con fenol y solucidn Sevag (cloroformo:alcohol isoamilico,
24:1) y la precipiwcién del ADN con etanol. (Martinez-Soriano er al. 1993)

Para conducir este cxperimento, se extrajeron 3mi de sangre por puncidén venosa y
los linfocitos obtenidos fucron sometidos a un proceso con las siguientes etapas:

1.- Las muestras se homogenizaron para evitar la hemolisis. Se colocaron 400ul de sangre
en un tubho eppendorf de 1.5 ml y centrilugaron 5 min. a 5,000 rpm (microcentrifuga
Bekman-5415) a 4°C.

2.- Separacion de las muestias centritugadas y observacion de la formacion de tres capas, de

las cudles se extrajo fa capa hlanca o de leucocitos en un tubo eppendotf.
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'3.- Después se agregd Imi de solucion de lisis de eritrocitos(NH,C al 155 mM; NaHCO; al
10 mM; Na,EDTA pH 7.4 al 0.1 mM), y se agit6 con e} vortex para luego centrifugar 3min.
2 6,000 rpm, repitiendo el procedimiento hasta la completa aclaracién del paquete celular.

4.- Una vez desechado el sobrenadante, al paquete de glSbulos blancos se le aiadieron
400l de Buffer TE (10mM de Tris-HCI pH 8.0 y | mM de Na,EDTA), y después 400ul de
solucién de lisis absoluta (2% Tritdn X-100, 1% SDS, 100mM NaCl, 100mM de Tris-HCl
pH 8.0) mds 10l de la enzima Proteinasa K (10 microgramos/ml). Las muestras se agitaron
suavemente ¢ incubaron por 30 min a S0°C en baio de agua.

5.- Posteriormente se agregaron 4(00ul de fenol saturado y estabilizado (Tris-HC1 0.1 M pH
8.0y 0.2% de 2-mercaptoctanol, 0.1% de hidroxiguinoleina) [Sambrook et al., 1988], y se
agitaron los twbos en vortex VWR Scientilic por 10 seg y centrifugaron a 10,000 tpm por
10 min.

6.- Luego de descartar el precipitado, al sobrenadante se le agregaron 400ul de cloroformo-
alcohol 1soamilico (24:1). Se agitd la mezcla en vorlex brevemente y centrifugé a 10,000
pm por 5 min.

7.-Posteriormente s obtuvo ta tase superior acuosa y se colocd en un tubo nuevo, al cual se
lc agregaron 200p1 de acetato de amonto al 7.5 M. Sc dejé reposar la mezela en hielo por 10
min para luego centrilugar a 10,000 rpm por 5 min.

§.-Finalmente se separd el sobrenadante en tubos nucves, para lucgo mezclar con 1 ml de

ctanol al 95% . Posteriormente refrigerar o -20°C por un minimo de dos horas.
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PURIFICACION DEL ADN

l.- Después de haber conservado las muestras por lo menos 2 horas a -20°C, se
centrifugaron los tubos a 10,000 rpm por 5 min, Después de desechar el sobrenadante,
fueron colocados en posicidn invertida sobre papel absorvente por 2 min, ¢ hasta evaporar
los residuos de alcohol.

2.- Sc agregd lml de elanol {rio al 70%, y los tubos fueron mezclados suavemente con la
mano, para Juego centitugar a 10,000 rpm por Smin. Se desech6 el sobrenadante y los tubos
SC pusieron a scear en posicion invertida sobee papel absorbente.

3.- Pordltimo, se secaron tos tubos y se agregd a cada uno 20pd de Butter TE. Los dcidos
nuelercos extraidos se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta ¢l momento de ser utilizados

cn la reaceidn de RCP.

CEPA DE REFERENCIA

Las cepas de relerencia utilizadas como  lestigo positivo fueron la Berrelia
burgdorferi 2591 y la B. burgdorferi B31. las cudles (ueron donadas por el Dr. John F.
Anderson, de The Connecticut Agricultural Experimental Station. 123 Huntington Street,
New Haven, Connecticut, U.S.A.y por ¢l Dr. Robert, S, Lane University of California.

Entomology and Parasitology. College of Natural Resources, Berkeley, California 94720.

Estas cepas sc obtuvieron a partir de aislamientos de garrapatas.
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TRATAMIENTO DE LAS CEPAS DE REFERENCIA

Un ml del medio de cultivo BSK de B. burgdorferi fue colocado en un tubo
cppendort de 1.5 ml de capacidad centrifugado por 10 min a 14,000 rpm para eliminar el
medio de cultivo y precipitar bacterias. Después estas se lavaron en bufter de fosfatos (PBS
pH 7.5), y se centrifugaron por 5 min a 14000 rpm. Luego fueron resuspendidas en 100ul
de agua bidestilada y lisadas por calor a 100°C/10 min, para posteriormente alicuotar 20 pl

de la muestra y usarse directamente en las reacciones de amplificacién de ADN (Debue et

al.. 1991).

REACCION DE RCP

Para ¢ste mélodo se utilizaron tubos eppendor! de 5001 de capacidad. Esta se llevé
a cabo en un volumen otad de 50pl, que contenfa 125 ng aproximadamente del templado de
DNA (3ud), 25 pmol (2ub) de cada imiciador (oligonucledtidos sintéticos disenados para
Borrelia burgdorferi), 3.0 mM MgCl, 3ul) , 200 mM (1pl ) dc cada uno de los cuatro
deoxinucledudas trifoslatados (ANTP7s) y 2.5 unidades (2ul ) de la enzima polimerasa Taq
(Perkin Elmer. U.S.A.). Para prevenir la evaporacion de las muestras, les fueron agregados
S0ul de aceite mineral estéril.

Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin Elmer 480, por un
lapso aproximado de tres horas a temperaturas apropiadas para la amplificacién del ADN.
Las mucstras {ueron inicialmente desnaturalizadas por 2 min a 94°C. Subsecuentemente 1os
ciclos térmicos tucron @ 94°C por | min (desnaturalizacién), 55°C por | min (alincamiento),

y 72°C por I min (extensidn), mediante cl siguiente programa:
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ETAPA TEMP. TIEMPO CICLOS

DESNATURALIZACION  94°C 2 min 1
ALINEAMIENTO 94°C Imin 30
ALINEAMIENTO 45°C lmin 30
ALINEAMIENTO 72°C 1min 30
EXTENSION 72°C 2min 1

Una vez terminada la reaccion de polimenizacion, la amplificacién se confirmé al
fraccionar las mucstras en un gel de agarosa al 1.5% (Sambrook ef al., 1988}, preparado
con 1.5% (p/v) de agarosa (SIGMA USA) disucito en TBE 10X ( 0.89 mM dcido bérico,
25mM Na.EDTA pH 8.3) y tefiido con browmuro de etidio (0.8 pg/ml).

El fraccionamicnto en geles de agarosa se realizé bajo una corriente de 60V y 100V.
Para esto se tomaron 8l de cada porcién y f{ueron mezcladas con 3pl de solucién Halt
(25% de glicerol, 0.25% de xilencianol, 0.25% de azul de bromofenol, 50mM Tiis-HCI pH
8.0, 50 mM Na,EDTA, 1% SDS, en agua bidestilada estéril). Con la ayuda de una
micropipeta Eppendor!, cada mezela fue depositada en orden en los pozos del gel. En los
extremos del misma, [ueron colocados 200ng del marcador de pares de bases pBR Alu 322)
comy un marco de veferencia para el tamafio de banda esperada.

El gel permaneeid siempre sumergido en una solucion amortiguadora TBE 0.5X
(0.89 mM Tris-HCL, 0.89 mM dcido borico, 25mM NaEDTA pH 8.3). Al término dcl

fraccionamichto €l gel fue visualizado en un vansiuminador de luz ultravioleta (Fotodyne,
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modclo UV-44(/RM-4), para detectar los {ragmentos amplificados y compararlos con el
lestigo posilivo y el marcador de parcs de bases preestablecido (Sambrook et al. 1988).
Posteriormente los geles fueron fotografiados con una cdmara Fotodyne-Polaroid,

FCR-10, tiltro Tilfen 40.5 MM Red 23A, provista de pelicula Polaroid 667 instantdnea.

SINTESIS DE INICIADORES

La amplificacién de las mucstras se realiz6 wilizando los iniciadores sintélicos
diseiiados por Rosa et al. (1989). los cuales pertenceen a la regién del gen OspA de ta cepa
de refercncia B, bargdorferi y denominados como |y 2. Estos se obtuvicron de un
[ragmenlto de 1725 pares de bases de la cepa B31, situados entre las bases nucleotidicas 147
a la 5200 El primer iniciador se encuentra en la sccuencia nucleotidica 147 a 164, S°CGA
AGA TAC TAA ATC TGT 37y el scgundo iniciador prescnta una secuencia oligonucletidica

en la posicion de 500 a $20 ph, S"GAT CAA ATA TTT CAG CTT 3".(Fig. 4)

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos oblenidos cn ¢l presente cstudio fueron ingresados a una base de datos
utilizando ¢ programa de cdlculy Microsoft Excel. Se rcalizé un andlisis de varianza de tipo
fuctorial para la comparacién del ntmera de garrapatas entre localidades. En los casos
donde se observaron diferencias signilicativas en cuanto al nimero de garrapatas presentes
entre ocalidades, se compararon las medias por una prucba de rango multiple de Tukey

(Zar, 1984).
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RESULTADOS

TRATAMIENTO DE LA CEPA DE REFERENCIA

Para constatar la amplificacion de las muestras, se obtuvo un control positivo (Fig.
2) a partir de una cepa de referencia 2591 aislada de garrapatas. En la Fig, 3 se observa un
fraccionamiento en gel de agarosa 1.5% que nos muestra la amplificacion de la cepa de
referencia en el camil T, con aproximadamente 375 pares de bases y que proviene del gen
de la proteina A en la superficie externa (OspA) de B. burgdorferi (Rosa y Schwan, 1993)
y en el carril M se aprecia el marcador de pares de bases pBR Al/x 322 (SIGMA), que nos
fragmenta de 1653 a 162 pares de bases y el cual es el indicado para apreciar el tamafio de

banda que amplifica para B. burgdorferi.

RCP DE SANGRE

Durante los muestreos realizados de Marzo de 1994 a Agosto de 1995, se
obtuvieron un total de 235 muestras de sangre de perro, de las cuatro localidades
pertenecientes al area netropolitana de Monterrey, N.L., las cuales se distribuyeron de la
siguiente manera: Fomerrey 33, 35 muestras, (14.9%), 1a Estanzuela, 44 (18.7%),; C.A. de
Guadalupe, 81 (34.5%) y Provileon 75(31.9%) (Tabla 3). Estas muestras se ordenaron en
24 grupos, los cuiles fueron analizados por RCP, encontrandose dos grupos que
amplificaron para el gen OspA, uno de cuatro (25 %) pertenecia a la colonia la Estanzuela
y de uno de ocho (12.5%) para el C.A. de Guadalupe (Tabla 6). En la Fig. 3 se pueden
observar en el carril 1 y 2 respectivamente con un tamafio de banda de 373 pares de bases

aproximadamente.
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Fig. 2.- Amp! ‘ficacién del ADN de Borrelia burgdorferi obtenido a partir de la cepa
de referencia CONN-2591. Carril M: Marcador de pares de bases pBR 322 - alu.

Caml 1: Control posiuvo. Carril N: Control negativo.



Fig. 3.- Fraccionamiento en gel de agarosa 1.5% que nos muestra el resultado de la
amplificacion de las muestras positivas. Carril M: Maracador de pares de bases pBR

322+ afu. Carril P: Testigo positivo. Carril 1 y 2: Muestras positvas. Carril
Control negativo.




RCP DE GARRAPATAS
Para el diagnostico de la presencia de B. burgdorferi en las garrapatas obtenidas en
los muestreos, estas fueron procesadas segun la técnica implementada por Persing et al.
(1990). Una vez procesadas las mucstras se ordenaron en grupos de aproximadamente 10
_+ muestras/tubo de reaccién Un total de 75 grupos fueron probados por medio de la técmca
. de RCP para la amplificacion del gen que codifica para la proteina A de la superficie

externa {(Osp A), obteniendo resultados ncgativos en el 100% de las muestras probadas.

PREVALENCIA Y ABUNDANCIA DE GARRAPATAS

Un total de 235 perros fueron muestreados para determinar la prevalencia de R
sanguineus por localidad los cudles se distribuyeron de la siguiente manera: Fomerrev 33
21735 (60%), Estanzuela 29/44 (65.9%), C.A. Guadalupe 65/81 (80.2%) y Provileon 51/75
(68%) (Tabla 5).

En los grupos etanos del total de perros examinados, de acuerdo a la presencia o
ausencia de garrapatas en las cuafro localidades, se observo que en la edad de 1 a 2 afios
fue doude se enconiré el mayor nimero de perros con garrapatas (n—83), seguido por la
edad de 2.1 a 4 afios con un total de 33 perros con garrapatas (Tabla 4).

Se colectaron un total de 1,572 garmrapatas (Acan:Ixodidae)las cuales se obtuvieron
en los muestreos reatizados de Marzo de 1994 basta Agosto de 1995 y de las cuales 633
(40.3%) fueron machos y 939 (59.7%) hembras. De los perros muestreados en las cuatro
localidades, la abundancia media de garmrapatas por perro, fue de cinco en Fomerrey 33,

cuatro en la Estanzuela, siete del C.A. de Guadalupe y nueve de Provileon (Tabla 7). Se
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presentd una intensidad de infestacion media de aproximadamente siete garrapatas por
peiro. El total de garrapatas se distribuyé de la siguiente manera, por localidad y especie:
164 (10.43%) garrapatas (47 machos y 117 hembras R. sanguineus) fueron colectadas en
35 perros muestreados de la colonia Fomerrey 33, 173 (11%) garrapatas, (84 machos y 87
hembras, R. sanguineus y dos hembras de D. variabilis) de 44 perros muestreados en La
Estanzuela, 581 (37%) garrapatas (237 machos y 342 hembras, R. sanguineus, una hembra
D. variabilis y una hembra A. cajennense) de 81 perros muestreados en El Centro
Antirrabico de Guadalupe. y 654 (41.6%) garrapatas(262 machos y 391 hembras, R.
sanguineus y 1 macho D. variabilis) de 75 perros muestreados en ia colonia Provileon en

Escobedo, N.L. (Tabla 8).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo un analisis de varianza de tipo factonial para la comparacién del nitmero
de garrapatas entre localidades, donde se puede observar que bay diferencias significativas
en cuanto al niimero de garrapatas entre Jocalidades. Cebe sefialar que la diferencia entre
las localidades La Estanzuela y Fomermrey 33 la fue sigmficativa,

Para la comparacion de sexo se realizé un analisis de vananza de tipo factorial, y se

encontraron diferencias significativas en cuanto al sexo, excepto en ia localidad de la

Estanzuela.



IDENTIFICACION TAXONOMICA

Del total de garrapatas colectadas se identificaron 1,567 como Rhipicephalus
sanguinteus, cuatro Dermacentor variabilis y una Amblyomma cajennense, 1as cuales se
encuentran distribufdas geogrificamente en una forma amplia, y se pueden encontrar en
nuestro pafs. La ubicacién taxonémica de cada una de estas es 1a siguiente:

1).- PHYLUM: Arthropoda(V. Sicbold & Stannius, 1845)

CLASE: Arachmida (Lamark, 1815)

SUBCLASE: Acari (Acari, 1817)
ORDEN: Parasitiforme (Reuter, 1909)

SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen, 1968)
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1850)

GENERO: Rhipicephalus (Koch 1844, Nuttall
y Warburton 1911, Cooley 1946, Hoogstraal
1956)

(Beaver 1986)

Rhipicephalus sanguineus
(Letreille 1806, Kach 1844, Cooley 1946,)

CARACTERISTICAS:

Son artrépodos de cuerpo oval, generalmenie de color café, y partes bucales con
palpos tan cortos como anchos, hipostoma igual a los palpos. El capitulo de forma
hexagonal  y  con  proyecciones wiangulares  lateralmente.El - escudo  no  presenta
omamentacion y st ojos laterales. Parte posterior del abdomen con un nimero de 11 festones
y ventralmente se obscrva la coxa I bifurcada y coxa Il a IV con pequefios aguijones
externos redondos. El plato espiracular es corto y en [orma de coma. Los machos presentan
un escudo mucho mas amphio que fas hembras y sin ormamentaciones. En la coxa IV se
observa un pequeiio aguijon interno. Platos o cseudos accesorios anal y adanal, con el plato

cspitacular clongado c¢n ftorma de coma. Su principal hospedero es el perro (Canis
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familiaris) de ahi €l nombre de “garrapata café del perro”; esta presenta una amplia
distnbucion geografica que abaica desde Canada, E.U.A., México,Argentina, Venezuela,
Colombia, Brasil, Australia, 1sla Galapagos, etc.(Goddard, 1989).

2).- PHYLUM: Arthropoda(V. Sicbold & Stannius, 1845)

CLASE: Arachnida (Lamark, 1815)
SUBCLASE: Acari (Leach, 1817)
ORDEN: Parasitiformes (Reuter, 1909)
SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen, 1968)

FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890)

GENEROQ: Dermacentor (Koch, 1844; Nuttal
& Warburton 1911 y Cooley 1938)
(Beaver 1980)

Dermacentor variabilis
(Cooley, 1938; Gregson, 1956 vy Stile, 1908)

CARACTERISTICAS:

Son arwépodos de cucrpo oval y elongado con una coloracién caté y pequenias
ermamentaciGnes. Las partes bucales presentan palpos cortos, anchos y moderados,con una
hase del capitulo rectangular y ligeramente mas ancho que largo. Espinas en la coxa 1
paralelas o con solamente una pequeia divergencia, coxa Iy II1 con aguijones externos mas
pequefios y aguijones internos redondos. coxa IV con un pequefio aguijdn externo, Platos
coprraculares con globetes  pequefios y muy numerosos. Los machos presentan una
coloracién blanca y calé donde predomina la omamentacién, el escudo es més amplio que en
las hembras y con un patron de coloracidn gris a plata y un color vojo-cal€ de fondo.En los
machos no hay ninglin vestigio del aguijén interno sobre la coxa V. Uno de sus principales
hospederos ¢s ¢l perro C. familiaris, y de ahi se deriva ¢l nombre de “garrapata del perro
americano” y su distribucidn alcanza del sur de Canada, E.U.A. (excepto en la regién de las

Montanas Rocallosas) y algunos estados de México, como Tamaulipas, Hidalgo, Chiapas,
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Yucatdn, etc. Sus principales hospederos en las etupas inmaduras son pequenos mamiferos
(roedores), y los adultos preficren el perro doméstico y ocasionalmente puede alimentarse de

humanos.

3).- PHYLUM: Arthropoda (V. Siebold & Stannius, 1845)
CLASE: Arachnida (Lamark 1815)
SUBCLASE: Acari (Leach 1817)
ORDEN: Parasitiforme (Rcuter 1909)
SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen 1968)
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890)

GENERO Amblyomma (Koch 1844, Robin
Robinson 1929, Cooley and Kohis, 1944)
(Beaver 1986)

Amblyomma cajennense
(Fabricius, 1787)

CARACTERISTICAS:

Artrépodos de forma redonda a oval, predomina fa ornamentacidn blanca y un fondo
amarillo-calé, Las partes bucales constan de palpos delgados y ¢longados; el scgmento 2
mucho mds grande que ¢l segmento 3 y la base del capitulo es rectangular. Presentan un
escudo omamentado con coloracion blanca de forma radiada, y con un nimero de 11
festones presentes en forma de tubéreulos quitinosos en la parte posterior. La coxa 1 con un
aguijon externo y ampliamente mds largo que cl agui)én interno. Espirdculo subtniangular en
forma de coma. En el macho la ornamentacion ¢s mucho més amplia que en las hembras. A.
cajennense ticne una distribucidn desde ¢l extiemo sur de Texas, México y América

Central. Esta garrapata es considerada de las mds agresivas y que puede atacar comunmente

al hombre y animales domdsticos y silvestres.
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DISCUSION

Aunque la enfermedad de Lyme es considerada como la infeccién mds comin de las
transmitidas por artrépodos en los Estados Unidos y Europa, el diagnéstico se basa
generaimente en manifestaciones clinicas, siendo los resultados seroldgicos de laboratorio de
cscaso valor epidemiolégico debido a una baja produccién de anticuerpos en las primeras 3 a
6 semanas de la enlermedad, lo cudl resta valor al diagnéstico ya que se pueden presentar
lalsos positivos(Salinas-Meléndez et al., 1995). Ademids el desarrollo de B. burgdorferi es
lento y esto dificulia ¢l aislamicento en tejidos infectados (Salinas-Meléndez ez al., 19995).
Por esta raz6n un sindmero de investigadores trala de implementar nuevas i€cnicas
diagndsticas basadas en la teenologfa del ADN. (Salinas-Meléndez et al., 1995)

La serologia pucde ser negativa o equivoca ¢n las primeras etapas de la enfermedad
ya que la respuesta inmune es escasa. Las rcacciones ¢ruzadas de anticuerpos puede causar
fulsos positivos en pacienies con otras infecciones causadas por espiroguetas (Salinas-
Meléndez er af., 1995).

La amplificacién de ADN es altamente sensible y especifica, por lo que se le ha
considerado una excclente herramienta para la identificacién del agente causal de la
enfermedad de Lyme en muestras clinicas. asi cémo en vectores y reservorios. Este sistema
sc aphicu en la deteccion de patdgenos en sangre, fluidos del cucrpo, muestras de tejido, asi
como en algunos artropodos considerados como vectores potenciales de la enfermedad
(Salinas-Meléndez er al., 1995).

La amplificacién in vire de deidos nucléicos por la reaccion en cadena de la

polimerasa fuc adaptada en este trabajo por rdpida, sensiiva y cspecifica en la deteccién de
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B. burgdorferi. La secuencia de los blancos para la amplificacién por la RCP, se realiz6 en
el gen que codifica la proteina A de la superficie externa (Osp A). El diagn6stico de B.
burgdorferi, fuc realizado a partir de 235 muestras de sangre de perros, (ordenadas en 24
grupos) colectadas durante un muestrco alcatorio en cuatro localidades del 4rea
metropolitana de Monterrey, N.L, Los resultados obicnidos nos muestran la presencia de B.
burgdorferi en dos grupos, uno de ellos provenicnte del Centro Antirrdbico de Guadalupe,
N.L., y el otro en la localidad de la Estanzuela, 1o ¢cudl nos confirma la sensibilidad y
especificidad de la RCP, en la deteccién de la espiroqueta B. burgdorferi. Los sesultados
obtenidos coinciden con los de Salinas-Mélendez er al. quicnes en 1992 reportan la
presencia de B. burgdorferi por medio de la Wenica de ELISA en 8 pacicntes del estado de
N.L. con antceedentes de picadura por insectos hematéfagos. Después, en 1995 Salinas-
Meléndez e al. detectaron la espiroqueta en dos biopsius de piel en pacicnles con
acrodermatitis v en €l LS de un perro por medio de la enica de RCP. Eslos resultados
mucstran la importancia que representa la entermedad de Lyme en la Repiblica Mexicana,
asi como la importancia que ticnen los cdnidos considerados hospederos de la B,
burgderferi. Tal como lo reporté Magnaelli et al., en 1985 al encontrar 52 perros
seropositivos en ¢l Sureste y Surcentro de Conneeticut. Un afio después Burgess encontré
un 53% de 380 perros, positivos a antieuerpos por IFI en Wisconsin, También Greenc et al.
cn 1988 detectaron vn 2.6% de 600 perros como posilivos a anticuerpos contra B,
burgdorferi. Por otra parte Cohen er af., utiliza la enica de 1FI para diagnosticar la
presencia de anticucrpos para B. burgdorferi cn perros de Texas y encuentra un 5.5%

pusitivos, En 1990, Astsob er @l. realizaron una investigacion en suero de 75 perros de
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Cunadd y reportaron titulos de 1:256. La técnica de la RCP también es utilizada en el
diagnéstico de B. burgdorferi en perros, tal es ¢l caso de Malloy er al., (1990) quienes
demostraron la presencia de la espirogqucta cn perros por la RCP:

El diagno6stico del agente causal de la borreliosis de Lyme en sangre, corrobora lo
realizado por Rabb ez. al en 1992 al identificar la bacteria B. burgdeorferi en la sangre de un
hombre de 35 afios, con antecedentes clinicos de la enfermedad de Lyme, mediante la RCP.
Aunado al estudio de Andrew et. al en 1993 quicnes utilizaron la RCP para diagnosticar B.
burgdorferi ¢n sangre y cullivos,

Sin embargo, se tiene la creencia que ¢l diagnostico de B. burgdorferi en sangre
tienc algunas limitantes. a las que hace relerencia Malloy er al. (1990) quienes escogieron un
owl de 15 muestras de sangre diagnosticadas previamente como positivas a la enfermedad
de Lyme por medio de la téenica de inmunolluorcscencia indirecta (IFI). Estas fueron
escogidas para un andlisis de RCP en base a los sinlomas clinicos y serolégicos (titulos 1:64
). Los resullados tevelaron que 1 de 15 mueswas de sangre demostrd sensibilidad y
especificidad 2 la prueba a lo que alriibuyen que haya una baja prevalencia de la infeccién.
Asf misrno Benach er af. ([1983) realizaron un trabajo en Long Island y la provincia de
Weschester, N.Y. donde aislaron Ja espirogucta en 2 de 36 muestras de sangie en pacientes
en quien presentaron signos y sinlomas sugestivos de la enfermedad de Lyme. Se concluye
que la baja frecuencia de los aislamientos es problablemente asumidos a la persistencia de la
espiroqueta en sangre (Cspirogquelemia) v la baja densidad en estas condiciones. A todo lo
anterior le agregamos la cvidenle propagacion del agente causal en el hospedero, ademds de

ser una enfermedad de largo érmino, lo que abre la posibilidad de que quizd haya una
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espiroguetemia intermitente. Pachner er al (1993) refuerza esto mismo al mencionar que la
prugha de RCP cs menos sensitiva que los cultivos en la deteccion de B. burgdorferi en
muestras de sangre, posiblemente por la presencia de inhibidores de la sangre.

La secuencia de ADN blanco utilizado en la amplificacidn, fue el gen que codifica
para la protcina externa A (Osp A), disefiado por Rosa et al. en 1989, al realizar el primer
estudio en el cual utilizaron la RCP para la deteccién de B. burgdorferi, en cultivos de estd
bacteria. El gen Osp A también fue amplificado en el estudio realizado por Nielsen et. al
(1990), donde utilizaron la amplificacén de ADN en un fragmento de 145 pares de bases del
gen Osp A. Asl mismo Wise er. al (1991) emplearon al gen Osp A de una regién de 419
parcs de bases en ccpas Americanas y Europeas.

La reaccifn en cadena de la polimerasa también es utilizada cn el diagndstico de B.
burgdorferi cn las garrapatas vectoras. En el presente estudio se analizaron un total de
1,572 garrapatas (1,567 R. sanguineus. 4 D. variabilis y | A. cajennense), con las cuales
sc organizaron grupos de 10 garrapatas c¢/u, dando resultados negativos en su totalidad, en
contraste a lo realizado por Persing er. al en 1990 al emplear la RCP en la amplificacién de
¢l gen Osp A de la cepa B 31 para idenlifcar £. burgdorferi cn 15 de 15 colonias de ninfas
de 1. dammini , asi mismo Feir et al en su cstudio realizado en Missouri y St Louis donde
diagnostican la presencia de B. burgdorferi en garraputas A. americanum y D. variabilis,
por medio de la IFI y verificados por la RCP, uulizando iniciadores cspecificos para B.
burgdorferi. La secucncia de ADN amptificada fue de 371 pares de bases. Un afo mas larde
Pichon ¢t al. realiza una investigacion en Paris, donde utilizé 249 ninfas de I. ricinus para

amplilicar ADN de la bacteria B. burgdorferi por medio de la RCP, donde obtienen 30
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especimenes positivos. La especie D. variabilis | aunque fue negativa a 1a presencia de B.
burgdorferi en este estudio, ya se ha reportado como vector de la enfermedad en otras
latiwdes, segln el estudio realizado por Picsman-Sinsky (1988), en E.U.A. donde esta
adguiere y transmite la infeccidn adn bajo condiciones de laboratorio. En otro estudio
Luckhart et al., (1991) en Alabama diagnostica la presencia de B. burgdorferi en garrapatas
A. americanum, D. variabilis, 1. scapularis y R. sanguineus por medio de IF1. También
Mukolwe et al. en 1992 reportaron a D, variabilis como vector de B, burgdorferi.

La enfermedad de Lyme representa un gran problema de sahid piblica en los Estados
Umdos de Amcérica y Europa debido a la alta prevalencia que muestra en los Glumos aios,
esto aunado a la extensa variedad de vectores y hospederos con que cuenta. En México ha
tomado importancia a partir del primer reporte de Salinas-Meléndez en 1992, por lo cuél ya
es considerada como un problema relacionado con la entomolgfa médica, debido a esto el
presente eswudio debe dar paso a otros subsecuentemente para realizar programas de
vigilancia epidemioldgica en los perros urbanos ya que representan un factor de alio nesgo

para la comunidad.
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CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este estudio referente a la enfermedad de Lyme en

cinidos pertenecicntes a el drea metropolitana de Monterrey, Nuevo Leén nos llevan a las

siguienles conclusiones:

1.- La cspiroqueta B. burgdorferi, agente causal de la enfermedad de Lyme, estd
presente en la poblacién de cdnidos del drea metropolitana de Monterrey, Nuevo Ledn,

2.- La prucha de la RCP, es una técnica altamente confiable para el diagnéstico de B,
burgdorferi en sangre, debido a la sensibilidad y especilicidad que presenta hacia esta
bacteria,

3.- El gen de la superticic de la proteina externa A (Osp A), resulta ser un buen
blanco para la amplificacién del ADN de la espiroqueta B. burgdorferi.

4.- No se enconurd la cspiroqueta B. burgdorferi en muesiras de garrapatas,
probablemente debido a una baja espiroguetemia.

5.- En los cinidos del drea metropolitana se detectaron tres especics de garrapatas:
D. variabilis, A. cajennense y R. sanguineus.

6. La cspecie de garrapala mds comunmente cncontrada en las localidades de

estudio fue R. sanguineus, probablemente debido a su amplia distribucion geogrifica.

7. De las garrapatas identificadas en la zona de estudio, solo D. variabilis ha sido
reportada como veetor de la enfermedad de Lyme en olros paises, pero en este estudio fue

negaliva segin el anilisis por RCP.
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Fig. 6.- Rhipicephalus sanguineus (Letreille) Vista ventral, hembra. Garrapata
comunmente enconirada en los canidos pertenccientes al drea metropolitana de Mty, N.L.
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Fig. 7.- Dermacentor variabilis (Say). Visla dorsal, macho. Garrapata reportada
como uno de los principales vectores de la enfermedad de Lyme en losEUA.
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Fig 8.- Dermacentor variabilis (Say). Vista ventral macho. Garrapata considerada
como un vector potencial de la enfermedad de Lyme.
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poco abundante en los canidos del area metropolitana de Mty, N.L.
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Tabla 1.-Lista de especies de vertebrados y artropodos vectores, de las cuales se ha aislado
Borrelia burgdorferi, por medio de las tecmeas serologicas tradicionales

L- LSODE TECNICAS TRADICIONALLES,

N. Cienufco  N. Comiin Técnica Localidad Autor Aiio
a) Canudos v otros vertebrados domesticos
C familians perro 1Fl Connecticut Magnarelli et al. 1985
E. equs caballo IFD Nueva inglaterra Marcus et al. 1985
C familions  perro IF1 W isconsin Burgess 1986
C familians  perra " Carolina Norte  Greene e7 al 19288
E. equs caballe EL A Norte Magnarelli er ai. 1988
C fumifiens  perro Texas Cohen ¢t ul 1990
C. familiars perro LA Monsen er af 1950
C. familiany perro Canada Arstob et o, 1991
C felis gato Canada Arstob ef al 1991
C familieris  peiro € oanecticut Magnarelh er alf 1992
b) Vertebrados silvestres
O. cuniculus conejo flLa Burgdorfer ef al. 1982
T. strigtus ardilla ravada Connecticut Anderson o wl 1983
P. lotor mapache” ( onnecticut Anderson e af 1983
(. virginianus — venado ( B C unneeticut Magnarelh ef of 1988
P lotor Mapache ELISA Man land Magnarelli vr af 1988
S, floridanus . conejo C A il Millbraok. N Y Magnarell ef af 1990
O virginianus  \venado C B 1t Alabania I uckhart ¢ af 1991
S§. hispiduy Musarand : Alabama | uchbartt ¢ al 1991
(). virginianus  venado ¢ B Marvland Amerasinghe 1992
O. virgimanus Venado C B Canada Arstob e al. 1591
P. leucopus raton P B - Virgima L evine ¢t al 1991
P. lotor mapache " Carohina Norte  Levine er af 1991
¢) Vectores
1. demmini garrapata \'CB Connecticut Anderson et af 1983
1. pacificus garigpata Calitornia Norte Burgdorfer cr al 1985
D. variuabibs garrapata PA comp vectutial  ELA Piesman-Sinshy 1988
A. americanurn garrapata S = EL A Piesman-Sinsky 1938
A. americanurnn garrapata ES 13| Texas Teltow er al. 1991
A maculaum  garrapata b Texas Teltow e u/ 1991
1. scapalaris garrapata Texas Teltow er al. 1991
C felis pulga [enas Teltow er al. 1991
1. dammini warrapata VOB culuvo BSK Canada Arstob et al. 1991
L scapulans garrapata = Canada Arstob ¢! al. 1991
1L dammini garrapata VCB  IFI Wisconsin Sharon ef al. 1992
1 ricinus garrapata comp vectonral Alemania Kahl er al 1992
H. concina garrapata i Alemania Kahl ¢t al 1992
D. reticulatus ~ garrapata Aleruania Kaht er al 1992
A americanupnt garrapata ES prevalenuia Texas Rawhngs-Teltow 1994
d) Humanos

Hurnano I+ Westcher, NY  Benach et al 1983

I lumano cultno BSk lexis Rawlings ef al 1987




Tabla 2.- Lista de especies de vertebrados y artropodos vectores, de las cuales se ha aislado
Borrelia burgdorferi, por medio de la técnica de 1a reaccion en cadena de la polimerasa.

IL.- USO DE LA RCP.

N. Cientifico  N. Comiin

Técnica Localidad Autor Ado
a} Canidos y otros vertebrados domésticos
C familiaris  perro RCP, EUA Malloy e’ al. 1990
C familiaris perro & Monterrey Salinas-Melendez eral. 1995
b) Vertebrados sitvestres
N. fuscipes raton de madera RCP, cult BSK Californta Sur  Boyce ez al. 1992
P. leucopus raton * ELA Andrew et al. 1993
¢} Vectores.
1. dammini garrapata YCB  RCP, IFD Ipswich Persing ef al. 1990
d) Cepa de BR. burgdorfer:.
B burgdorferi cepa RCP, hibridacion FUA Rosa et al 1989
B. burgdorferi | cepa ¥ EUIA Nielsen e al. 1990
B burgdorferi  cepa RCP EUA, Europa  Rosaet al. 1991
B. burgdorferi  cepa i Lt A Europa Wiseeral 1991
¢} Humanos
Humanos RCP. cult BSK FU A Berger ez af 1985
Humanos RCP, 1k ELA Debue ef af. 1990
Humanos RCP FUA Kruger ef al 1991
Humanos RCP, cult BSKR 1LA Melchers 1991
Humanos RCP ELA | ebech ef al. 1992
Humanos RCP, ubndacion Et A Lebech er ul. 1992
Humanos RCP EU'A Rabb ¢t al. 1992
Humanos " Monterrey Salinas-Melendez etal. 1995
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