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RESUMEN

Hoy en dia la enfermedad de Lyme causada por la bacteria Borrelia burgdorferi es
la entidad patolégica mas comun transmitida por garrapatas en el mundo. Los vectores de
este mal son los artrépodos hematofagos principalmente las garrapatas. Los reservorios son
una gran variedad de animales silvestres, asi como algunas aves. Entre las especies
afectadas se encuentran el hombre y algunos animales domésticos. El estudio tuvo por
objetivo detectar la presencia de Borrelia burgdorferi en sangre de perros y garrapalas
asociadas mediante la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) en cuatro locaiidades rurales
del estado de Nuevo Ledén, México: Dulces Nombres, Pesqueria, N. L., La Ciudadela,
Juarez, N, L., El Ranchito y El Barrial de Santiago, N. L. Se realizé también el estudio
taxondémico de las garrapatas. Para tal efecto en cada una de las localidades se colectaron la
mayor canttdad de muestras de sangre de perros. Después, todos fueron inspecccionados
detenidamente en busca de garrapatas y estas fueron colectadas en forma manual. Ambas
muestras fueron procesadas en grupos de 10 para realizar la prueba molecular. Todas las
garrapatas fueron identificadas y cuantificadas por medio de claves taxonomicas. Se
muestrearon un total de 97 perros ordenandolos en 9 grupos. La prueba de PCR no revel6
ninguna muestra positiva. De 651 garrapatas, s¢ formaron 64 grupos de 10 especimenes.
Los resultados mostraron que el 6.3% de 64 muestras resultaron positivas a la prueba. Del
total de garrapatas colectadas se identificaron 521(80.0%) Rhipicephalus sanguineus,
57(8.8%) Dermacentor variabilis, 60(9.2%) Amblyomma cajennense y 13(2.0%)
Boophilus annulatus. Este trabajo constituye el primer reporte de garrapatas Dermacentor
variabilis como vectores de Borrelia burgdorferi colectadas en el estado de Nuevo Leon y

en la Repuiblica Mexicana,



I.- INTRODUCCION

Hoy en dia se ha observado un incremento en el numero de enfermedades de tipo
infeccioso. Algunas. por su grado de infectividad han ocupado un lugar predominante ¢n la
lista de las enfermedades zoondticas debido a gue se presentan en seres humanos
animales. Una de cllas es la enfermedad de 1.vme (EL). que recientemente ha tomado gran

intercs en medicina humana y medicina veterinaria { Tamez, 1994),

EL es un padecimiento muitisistémico de origen infeccioso. producido por la
espiroqueta Borrefia burgdorferi (Johnson. 1984). la cual ¢s wansmitida por artropodos
hematotagos. principalmente las garrapatas (Cleven er al.. 1992). La especie Ixodes
dammini Spiclman, Clifford. Piesman & Corwin (Spielman er al.. 1979) es considerada
como vector primario en el noreste y medio-veste de los Estados | mdos de Norteamerica
(Spielman er al, 1985), pero también se ha comprobado como vector a Ixodes pacificus
Cooley & Kohls. 1943, Dermacentor occidentalis Marx. 1892, Dermacentor
parumapertus Neumann. 1901, Dermacentor variabilis Sav. 1821, Haemaphysalis
lfeporispalustris Packard. 1869. Ixodes noetomae Coolev. 1944, Amblyomma americanum
Linnaues, 1758 y Ixodes scapularis Manvelli, 1978 1lus. Say. 1979, en FUA (Lane ¢ ol
1991, Teltow er afl., 1991). Por otra parte Ixodes ricinus Linnaues. 1758, es ¢l vecwor
principal en Europa y de 1gual manera Ixodes persufcatus Schulze. 1930, en Asia (Boerhn
et al.. 1992). El venado cola blanca Odoceileus virginianus (Zimmerman) v los roedores
Peromyscus leucopus (Rafinesque), se consideran como los prnincipales reservorios
(Burgess. 1991). pero los mapaches. 0s0s, asi como algunas aves, han presentado su papel
como portadores. Entre las especies afectadas se encuentran el hombre. equinos. bavinos,
ovinos, caninos, y felinos (Welsh er al., 1992). Las principales manifestaciones clinicas de
la EL, después de la mordedura de la garrapatas infectadas en su fase inicial, consisien en
una lesion cutianea llamada eritema crénico migratorio (E.C.M.): la segunda tase presenta
anormalidades neurologicas y disturbios en la conduccidn cardiaca y en la tercera ocurren

probiemas de artritis cronica (Rusell, 1991).



Desde el punto de vista epidemiologico se caracteriza por ser una entermedad
endémica considerada como la enfermedad mas comun transmitida por parrapatas en el
mundo (Tettow er al., 1991). Esta entidad patoldgica tiene amplia distribucion, entre los
paises europeos incluyendo a Alemania, Austria. Francia, Holanda, Italia (Wilskes er af .,
1987: Schmid. 1984), Yugoslavia (Dekonenko er «l., 1989). Suiza (Bonard, 1990) v Espana
(Font ¢r al.. 1992). Ha sido reportada en la Ex-Unién Soviética, China, Japén y Austraha
(Stewart ef «f., 1982, Schmid. 1984; Kawabata ef af.. 1987 & Chengxu ¢f al., 1988). asi
mismo en Africa (Schafrank e «/., 1990} En el continente amencano se ha presentado en
Haiti, Puerto Rico y Jamaica (Winward er a/.. 1989). En América del Norte su ubica en los
Estados Umidos (Burgdorfer ¢t a/f., 1985). donde en 1976 en Lyme. Connecticut se iniciaron

por primera vez estos estudios.

Recientemente EL a tomado gran importancia en salud publica. pero esta no solo
depende de la presencia de los casos humanos en zonas endémicas, sino en qué los animales
siivestres son portadores de la espiroqueta s migran a otras zonas en busca de alimento, e
incluso, algunas especies de aves juegan un papel muy importante en la diserminacton de la
espiroqueta por desplazamiento de migracion que abarca largas extensiones de terreno, que
pravoca una distribucién amplia de la espiroqueta B. burgdorferi, (Anderson ¢t ul., 1986;

Weisbrod & Jonhson, 1989).

En México solo se conocen dos estudios. especificamente en el estado de Nucevo
Leon. donde EL se diagnosticd mediante un estudio seroldgico y molecular (Welsh et al..
1992: Salinas et al.; '1 995), por lo tanto se considerd necesarto tmplementar una técnica
diagndstica que permita 1dentificar con may or exactitud al microorganisimo en hospederos y
vectores asociados. En los ultimos afios se ha disenado y perfeccionade un método
diagnostico moiecular conocido como reaccion en cadena de ta polimerasa (PCR) con la
cual es posible detectar una secuencia conocida de oligonucledtidos en muestras de sangre o

tejidos, aun y cuando el numero de copias det templado sea muyv pequena (Saiki er al..

1988).



PCR es una nueva e ingeniosa herramienta aplicable en la deteccion de material
genético diverso, incluyendo al de organismos patdgenos tales como bacterias, hongos y
virus entre otros (Innis & Gelfand, 1990). Es un proceso in vifro de sintesis de Acidos
desoxiribonucléicos, por el cual un segmento de ADN que sirve como molde o templado
puede ser amplificado especificamente (Saiki er al., 1990). La sensibilidad y especificidad
de la PCR en muestras a partir de sangre de perros y garrapatas asociadas, asi como la

identificacion taxondmica de los vectores fueron aplicadas en el presente estudio.



II.- OBJETIVOS
Determinar la presencia de B. burgdorferi en sangre de perros v garrapatas
(Acari:Ixodidae), mediante la prueba de PCR en cuauo localidades rurales del estado de

Nuevo Lean, México.

Conocer la ubicacion taxonomica de las garrapatas considerando su papel como

potenciales vectores de la enfermedad de Lyme en perros.



IIL.- HIPOTESIS DEL TRABAJO

En el estado de Nuevo Ledn se presentan las condiciones ambientales adecuadas. asi
como hospederos susceptibles y vectores asociados por lo que existe la probabilidad de
detectar a la espiroqueta Borrelia burgdorferi mediante la prueba de PCR en sangre de

perros y garrapatas asociadas en cuatro localidades rurales del estado de Nuevo |.edn.

México.
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IV.- ANTECEDENTES
En la actualidad existen una serie de investizaciones donde se determina la
presencia de la espiroqueta B. burgdorferi en difcrentes hospederos vertebrado e

invertebrados. entre {os cuales sobresalen:

GARRAPATAS
Anderson et al. (1983) reportan como zonas endemicas de FL a Lyme v fHaddam.
Connecticut. Identifican a la espiroqueta por preparaciones en fresco v la téenica de
inmunofluorescencia indirecta {[FI) en intestino medio del 33% de 147 garrapuias L
dammini. Las garrapatas positivas fueron removidas de mapaches Procyon fotor (Wagler).
ratones Peromyscus leucopus  ardillas Tamiasciurus hudsonicus (Gordon). [ ay
espiroquetas fueron aisladas en ¢l medio de cultino modificado de Kelly (BSK) en 9 L

dammini asi como en la sangre de un mapache vy un raton patas blancas.

Burgdorfer et «f (1983) identitican a las garrapatas “western black legged™ L
pacificus como vectores de B. burgdoferi mediante la teenica de IFI0 Analizan en total a
1.687 garrapatas adultas colectadas de vepctacion detectandose a 25 (1.48%) de ellas
_infectadas. En Oregon 14 de 715 fueron positivas » en California se identifico en 11 de 972
De las 25 I pacificus infectadas. diecisiete presentaron la espiroqueta solamente cn
intestino medio. 1a 8 restantcs mostraron infeccion generalizada en todos los wjidos. lo gue

refleja condiciones fisiologicas adversas para ¢l desarrello de la espirogueta en el hemocele.

Piesman & Sinsky (1988) reportaron la capacidud de 3 estados mnmaduros de
especies de garrapatas en el sureste de Estados Unidos para adquirir. mantener v transmitir
B. burgdorferi bajo condiciones de laboratorio. utilizando hamsters infectados con la
bacteria como hospederos. Confirman que las garrapatas D. variabilis ¥ A. americanum
adquieren la infeccion espiroquetal como larvas en el 9% (178) v 1% (425 ) de las
garrapatas repectivamente. En contraste, I. scapularis lue infectada como larva y mantuvo

la infeccion espiroquetal transestadial. Las garrapatas [, scapularis infccradas, en etapa de



ninfas. transmitieron la espiroqueta en 4 hamsters. Este estudio mostro que £ scapularts tue

un vector competente en laboratorio.

Weisbrod & Johnson (1989) presentan un estudio de fa migracion de pajaros donde
se examinaron 9.200 aves representados en 99 especies en Saint Croix River Valles, USA.
un area endémica de EL en el este central Je Minnesota v noroeste de Wisconsin. Se
encontrd que 250 garrapatas [ dammini en ctapa de lurva v minfa infestaron 38 pajaros de
15 especies migrantes: cincuenta ¥ seis garrapatas resultaron positivas a B, burgdorferi. Se
concluy O que los pdjaros son importantes reservorios locales en la parte superior del Valle
de Mississipi al recorrer grandes distancias durante su puigracion, durante la cual

distribuyen la espiroqueta a otras regiones del continente.

Persing er @d. (1990) amplificaron secuencias de ADN de B. burgdorferi por medio
de PCR en 15 garrapatas /. dammini manienidas en laboratono. alimentadas sobre animales
infectados. ademas fueron analizadas por medie de la teenica de inmunoflurescencia directa
(IFDY v PCR el intestino medio de garrapatas adultas v nintas colectadas en Nantuchel
Island. Mass. y la reserva de Crane [pswisch. Mass. Dieciséis de 30 garrapatas fueron
positivas por medie de IFD. de los cuales 13 de estos tucron positivos por PCR. 1} uso de

la PCR tuvo un amplio rango de positividad.

Levine er al. (1991) colectan garrapatas Ixodidae de hospederos v vegelacion en
areas de la costa de Virginia v Carolina del Norte v detectan a B. burgdorferi por medio de
IFI en 9 Ixodes cookei Bishopp, 1911, remosidas de ratas Oryzonws pafustris (Fan). un
raton patas blancas P. leucopus y mapaches P. lotor. asi mismo en 4 A. americanun
removidas de mapaches y en dos D. variabilis removidas de un mapache y un raton rice.
Una de 2 I dammini colectados sobre vepetacion en Parramore [sland presento B.
blirgdorferi. Ninguna espiroqueta se encontro en A. Americanum v A. Maculatum

colectadas de la vegetacion. Todas las garrapatas infectadas fueron colectados al este de las

costas de Virginia,



Luckhart er. al. (1991) conducieron un estudio en el este central de Alabama pura
determinar la diversidad de especies de garrapatas presente en el area y su relacion con
hospederos, asi como Jas especies de garrapatas y pequenos mamiferos naturalmente
infectados con B. burgdorferi. Examinaron un total de 451 hospederos entre los cuales se
citaron al raton algodon Peromyscus gossypinus(Rhodes), rata algodon Sigmedom
hispidus(Baird), raton de casa Mus musculus (Waterhouse) y venado coia blanca G
virginianus. Enlistaron un total de 859 garrapatas colectadas de hospederos ¥ por medio de
la técnica de dragado entre las cuales se incluyeron A. americanum, Dermaceintor
albipictus Packard, 1869, D. variabilis, 1. scapularis y Rhipicephalus sanguineus
Latreille. 1806. La mitad del total de garrapatas fueron examinadas para diagnosticar B,
burgdorferi por medio de IFI. Los resultados revelaron que 4 ninfas y 2 adultos de A.
americanum colectadas de venado cola blanca O. virginianas y 3 larvas de 1. scapularis de

raton S. hispidus presentaron la espiroqueta B. burgdorferi

Teltow et al. (1991) desarrollaron un estudio en el laboratorio del Departamento de
Salud en Texas donde cultivan a B. burgdorferi mediante el medio BSK. ¢n 7 de
1024(0.68%) grupos de 10 garrapatas y en 1 de 69 (1.4%) grupos de 10 pulgas. Los
_aislarnienlos espiroquetales fueran de varias garrupatas y una espeeie de pulga incluyendo
A. americanum, A. Maculatum. 1. scapularis y Ctenocephalides felis Bouché. llus.,

Mendez, 1977.

Mukolwe ef al. (1992) mantuvieron garrapatas I. scapularis, A. americanum \ D.
variabilis alimentadas bajo condiciones de laboratorio sobre conejos blancos New Zelanda
experimentalmente infectados con la espiroquetas B. burgdorferi (cepa ID1). La
espirogueta se detect6 solamente en I. scapularis a través de microscopiu de campo oscuro
con promedios 18% y 21% de 100 garrapatas colectadas por medio de IFL. Los resultados
mostraron que solamente las ninfas de I. scapularis alimentadas sobre conejos infectados

transmitieron B. burgdorferi.
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Sharon et al. (1992) colectaron parrapatas I. dammini en diferentes estaciones del
ano en area del suroeste de Wisconsin para detectar a B. burgdorferi por medio de IFI. El
promedio de infeccién de la espiroqueta varié estacionalmente con 38.1% en primavera de
1990 de 105 garrapatas colectadas. 60.3% en otono de 1990 de 151 y 41.2% en primavera
de 1991 de 131 especimenes colectados. Los resultados reportan que este cstudio fue
similar o ligeramente mas alto a resultados reportados anteriormente en el noreste de los

Estados Unidos.

Feir er al. (1994) detectan a B. burgdorferi por medio de [Fl en 1.9% de 443 A.
americanum y 2.0% de 1,752 D. variabilis colectadas en ¢l sureste de Missouri v a los
alrededores de la ciudad de St louis. La identidad de organismos positives fueron
corroborados por la prueba de PCR. Amplificaron 371 pb en 2 garrapatas colectadas en
Missouri lo que mostrd un 97-98% de identidad para la cepa B31 de la bacteria Estos
resultados confirman que B. burgdorferi esta presente en D. variabilis y A, americanum en

areas de Missourl.

Rawlings & Teltow (1994) reportaron a la espiroqueta B, burgdorferi por media de
[FD en garrapatas colectadas de 8 parques de lexas. lLos resultados revelaron gue el
microorganismo fue detectado en 1.03% de 3,141 garrapatas adultas A. americanum
examinadas. A. americanum fue una especie residente {recuentemente encontrada en

Texas. Ninguna espirogueta fuc observada en otras especies de garrapatas examinadas.

Pichon er al. (1995) amplifican ADN de la espiroqueia mediante PCR en 30 de 249
ninfas I. ricinus sin alimentar colectadas de vegetacion en Rambouillet Forest cercy de

Paris,



Monsen er al. (1990) muestrean sueros de perros v detectan titulos de Ac a B.
burgdorferi por medio de Ik] en 2 de 100 perros examinados. Asi mismo colectan ninfas y
adultos de I. pacificus v D. occidentalis por medio de la tecnica de dragado v determinan
1.5% de 1122 garrapatas I pacificus por medio de la pruebas de IFL. En D. occidentalis se
encontraron resultados negativos, Los datos recopilados dieron una informacién ampha

sobre prevalencia de B. burgdorferi causante de la EL en la provincia de Butte. California.

BORREGOS
Fridriksdottir et a/. (1992) realizaron un ensayo de la técnica de ELISA para detectar
Ac contra B, burgdorferi en 327 sueros de borregos norucgos. Los resultados presentaron
que 10% de los animales analizados fueron positivos. La proporcion mas alta de animales
seropositivos procedian del sur sobre las areas costeras de Noruega. La mavoria de los

animales infectados aparecieron durante los 2 primeros anos de vida.

CABALLOS
Marcus et al. (1985) detectan a la bacteria por medio de [FI en 12 de 30 caballos ¢n
Lyme y East Haddam, Conn. e Ipswich. Mass. Uno de los S0 cabalios era de un drea no
endémica y presento titulos altos de Ac. Los caballos seropositivos no  presentaron
aglutinacion de Ac contra la reaccion cruzada potencial a Leptospira spp. esto indico que
los caballos en las areas endémicas estan expuestos a la bucteria e inducen una respuesta de

Ac en los caballos.

Magnarelli er al. (1988) realizaron un estudio cn Connecticut. Massachusets,
sureste de Nueva York (Provincia de Westchester), Rhode Island y Vernmont. donde
diagnostican a B. burgdorferi por medio de [FI en sangre de 705 equinos. Los resultados
sefialaron la presencia de titulos de Ac de IgM e IgG en 37(5.3%) y 90 (12.8%) de los

sueros respectivamente. Ochenta y seis equinos con inmunoglobulina para B. burgdorferi



vivian en dreas de Connecticut donde el principal vector es la garrapata L dammini. De los
86 equinos 9 eran de Lyme. Conn. v la provincia de Westchester, N.Y . los cuales

desarrollaron inflamacion de las articulaciones y episodios recurrentes de cojera.

HUMANOS
Benach ef al. (1983) presentan un estudio realizado en Long Island v la provincia de
Westchester, Nueva York. donde aislan cn el medio BSK a B, burgdorferi de la sangre de 2
pacientes de 36 estudiados. los cuales presentaban signos y sintomas sugestivos. Para
determinar la identidad de los aislamientos. las dos muestras positivas fueron analizadas
mediante IFI. Los resultados obtenidos indicaron que la espiroqueta fue morfologica
seroldgicamente idéntica a microorganismos recientemente encontrados en garrapatas 1.

dammini. endémicas en el drca e implicadas epidemiologicamente como vectores de ElL.

Berger er al (1985) confirman la presencia de la espiroqueta en 6 de 14 biopsias de
piel aislandose en el medio BSK. Ln 2 de Jas muestras positivas se observa v corroboro a 8.
burgdorferi por medio de cortes histopatolopicas. Consideran que este tipo de estudios son
de gran ayuda para determinar los anubioticos especificos en el tratamiento de la It L.

.

previamente observada en casos clinicos.

Rawlings et ai. {(1987) aislan a la bacteria en el medio BSK en 2% de 100 muestras
de sarngre. En 8(14%) de 31 muestras de piel, 1 de 7(14%) cultivos de liquido
cefalorraquideo(LCR), higado y bazo de un paciente de 2 autopsias realizadas. en 1 de
3(33%) muestras de liguido sinovial(LS) (rodilla) y en una muestra de hueso. Pruebas de
fFI confinman la identificacién de la bacteria en 7 de los aislamientos, mientras que ¢n ¢

resto se presentaron otras especies de Borrelia.

Debue er al. (1991) utilizaron oligonucledtidos como iniciadores en un cnsay o de

PCR y amplifican ADN de B. burgdorferi en 2 de 3 muestras de .S y diez de 30 muestras



de LCR de pacientes. Cabe mencionar que estas muestras fucron corroboradas previamente
por métodos nmunologico. Comunican que la técnica de PCR es configble para la

identificacion de la bacteria en muestras biologicas de LS y LCR.

Kruger er ol (1991) amplificaron secuencias cspecitica de ADN de B. burgdorferi o
partir de la prueba de PCR en 4 cepas del microorganismos provenientes de casos clinicos y
[LCR de 2 pacientes con EI (neurcborreliosis). Observaron la amplificacion de fragmentos
de ADN de 290 pares de bascs en todas las cepas de B. burgdorferi asi como ¢n ambas
muestras de LCR. La prueba de PCR fue una técnica contiable y rdpida para amplificar
secuencias del gen codificante para la tlagelina en pacientes con neuroborreliosis v en cepas
de la bactenia. El gen amplificado permitio por primera vez demostrar un monitoreo

efectivo de la terapia de pacientes con sintomas nerviosos causados por la EL.

Rabb er al (1992) analizaron unue muestras de sangre de un paciente con
antecedentes clinicos de la EL para diagnosticar a B. burgdorferi mediante de lu prueba de
PCR. Un estudio adicional de PCR revelo gue varias muestras de biopsias del mismo

paciente fucron positivas lo que corroboro 1d presencia de esta bacteria.

Welsh er ¢/ (1992) iniciaron un estudio en Nuevo lLeon. México para didgnosticar a
B. burgdorferi por medio de la téenica de ELISA en sangre pacientes con edades entre 7 3
63 afios con antecedentes de haber sufrido picaduras de artropodos hematotagos en el
campo v que presentaban lesiones eritematosas en la piel Ligeramente pruriginosas. as
como malestar generél. Los resultados reportaron que 8 pacientes fuerpn positinos a la

bacteria con titulos de Ac.



VARIOS
Artsob et al (1992) presentan un trabajo realizade en Prince Edward Island,
Canada donde determinan la presencia de B. burgdorferi por medio de IFl en S de 75
sueros de perros, 1 de 8 venados y en ningun gato de 7 analizados. El reactor fue un perro
con antecedentes de haber viajado a los EU. Este reporte documentd el primer diagnéstico
de B. burgdorferi en el Atlantico de Canada, quiza por la introduccion de 1. dammini en la
migracion de aves. Los estudios serologicos indicaron que B. burgdorferi no se encontrd

ampliamente diseminada en Prince Edward Island.

Salinas ez al. (1995) amplificaron secuencias de ADN de B. burgdoferi mediante la
pruchba de PCR en muestras de humanos y caninos. Se utilizé un par de oligonucleétidos
que amplificaron un fragmento de 244 pb que representan parte de la region variable V4 del
gen 16S tRNA de B. burgdorferi. Utilizando la técnica de PCR. se pudo detectar al
microorganismo en dos biopsias de piel de pacientes con acrodermatitis, y en liquido
sinovial de un perro con artritis. Estos datos sugieren la presencia de la enfermedad en el

estado de Nuevo Ledn, Mexico.



V.- MATERIAL Y METODOS

1.- Localidad del drea de estudio

Ll presente estudio se llevo a cabo en cuatro localidades rurales del ¢stado ubicadus
al este y sureste del drea metropolitana de Monterrey N\ L., (Fig. 1) dentro de [a provineia
fisiogralica de la Llanura Costera del Golto Norte ¢ Dulees Nombres. N.L. v La Crudadela,
N.L.} v Sierra Madre Oriental (El Ranchito. N.L. » El Barrial, N.L.) situada entre las

coordenadas siguientes.

MUNICIPIO {LOCALIDAD LAT NORITE LONG. ESTE
Pesqueria, N. L. Dulces Nombres 23 430" 100~ 4" v
Juarez N L. La Ciudadela 25734007 100 07" 7
Santiago. N. L. El Ranchito 23° 290 1o 116"
Santiago, N.L. El Barnal JE 3 T S

(INTGI, 1984)

En tedas las locahdades predomima un chma semicalido. subhumedo a humedo con
[Tuvias en verano. La temperatura media anual oscila de 18 a4 22-C registrandose 1 maxima
en Jumo. Julio y Agosto con 23°C a 30°C v Iy mmima de 4 Ca 16 € en Diviembre y Lnero
(SARH. 1988). La precipitacion media anual va de 000 a 800 mm’. k1 tpe de yvegetacion
que predomina es ¢l matorral submontado v matorral espinoso con algunos mezquitales
pastizales naturales e inducidos. La altited fluctus entre 306 a 800 m sobre el nivel del mar

(SPP. 1981).

2.- Hospederos (Canis familiaris) y vectores (Acari:lxodidae)

Previo a la obtencion de sangre de perros v colecta de garrapatas se realizo la visita
a los domuicilios en cada una de las 4 localidades de estudio para localizar la mayor canudad
de perros y garrapatas por lo cual a cada propietario se le solicitd la colaboracion para

obtener los ejemplares.



3.- MATERIAL BIOLOGICO

3.1.- Muestras de sangre

Las muestras de sangre se obtuvieron a traves de la canalizacion de la vena radial
ubicada sobre la parte anterior de los miembros anterieres. previa a la depilacion
desinfeccion de el area de puncion. Posteriormente las muestras de sangre fucron colocadas
en tubos de ensay o estériles al vacio con citrato de sodie como anticuagulante pura realizar
la prueba molecular. después todas ja muestras se colocaron a 4° C en cajas de hielo seco
para su conservacion. Posterior a la toma de sangre se registraron una serie de datos acerca
del perro tales como la localjdad, nombre del perro, raza, sexo. edad y presencia o ausencia

de ccloparisitos.

3.2.-Colecta de garrapatis

Los perros de cada localidad fucron inspecctonados detenidamente y las garrapatas
se colectaron en forma manua! mediante 1a wenica de Amerasinghe ef @l (1992). que
consiste en colectar todas las garrapatas observadas por espacio de 5 min de un solo lado
del amimal generalmente de cabeza. cuello v axila: Posteriormente los especimenes fueron
colocados en tubos de ensayo con alcohol etilico al 70% para preservarlas hasta reatizar lu

prueba molecular y 1a identificacion taxondmica: finalmente cada tubo fue etiquetado.

4.- TRABAJO DE LABORATORIO

4.1.- Marcador de pares de bases

Para esie trabajo se utilizd el ADN del plasmido pBR322 (Sigmu) digerido con la
enzima de restriceidn Alu [ y Dde | (GIBCO BRL). Al conocer los patrones de restnecion
obtenidos. los fragmentos de ADN esperado sirvieron como marco de referencia. 1)
plasmido al ser tratado de esta manera, presentd un nimero de tragmentos de ADN con
tamano de 910 a 11 pb cuando fue cortado con la cnzin}a Alu | v cuando fué digerido con la

enzima Dde | este presentd fragmentos de 1653 a 162 pb. (Sambrook ef al.. 1988).



4.2.- Cepa de Borrelia burgdorferi

Fue usada una cepa canonica de B. burgdorferi cepa CONN-2391) como
referencia. la cual se utilizo como testigo positivo mantemda en un medio de culuvo, La
cepa fue proporcionada amablemente por ¢l Dr. John F. Andersen de The Connecticut
Agricultural Experiment Station en New Haven. Conn.. E.ULA. v el Dr. Robert S. Lane del
Colleague of Natural Resources, Department of Entomelogy Science. Unnversity of

California. Berkely.

4.2.1.- Preparacion de cepa de referencia

Se empleo 1 ml del medio de cultivo de B. burgdorferi v se calocd en un tubo
eppendort de 1.5 ml Posteriormente fue centrifugado brevemente a 13.000 rpm por 10 nun
(Eppendorf 5415 C), el sobrenadante se desecho y el paquete celular fue resuspendido para
lavarlo en una solucton de bufter de fostato (PBS) pH 7.5. Esta suspension tue agitada por
4 min en vortex (VWR Scientific) y centrifugada por 10 min a2 13.000 rpm: se desecho
igualmente el sobrenadante y el paquete celular fue resuspendido en 100 ul de agua
destilada y se calenté a 100°C durante 10 min. Finalmente una alicuota 20 pl de la muestra

fue conservada en refrigeracion a 4°C hasta el momento de realizar la prueba de PCR.

'5.5.- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SANGRE
5.1.- Extraccion de ADN bacteriano a partir de células saguineas

Una vez colectadas las muestras se realizd la extraccion de ADN bacterizno para lo
cual se tomaron 400 ul de cada una de la 97 muestras de sangre de perros con citrato de
sodio para depositarse en tubos Eppendorf de 1.5 ml de capacidad. Los tubas fueron

centrifugados a 5.000 rpm por 3 min (microcentrifuga Brinkmann-3415¢).

El sobrenadante se desechd y el paguete celular se le agregod | ml de solucion de
lisis de eritrocitos (NH,Cl al 155mM; NaHCOj; al 10 mM. NH,EDTA pH 7.4 al 0.1 mM).

Los tubos fueron mezclados hasta obtener la lisis de los globulos rojos y posteriormente



fueron centritugados a 6,000 rpm por 3 min repitiendo el procedimiento hasta la completa
aclaracion del paquete celular.

El paquete de globulos blancos fue resuspendido en 400 ul de buffer T1 (10mM de
Tris-HCI pH 8.0 y 1 mM de Na,EDTA). Luego fueron agregados 400 ul de solucion de
lisis total (2% Triton X-100, 1% SDS, 100mM NaCl. 100 mM de Tris-HCI pH 8.0) mas 10
ul de la enzima proteinasa K (10 mg/ml, Gibeo). Las muestras fueron agitadas snavemente

e incubadas por 30 min a una temperatura de 50°C en baho de agua.

Posteriormente se agregaron 400 pl de fenol saturado v estabilizado (Tris-1{C1) 0.1
M pH 8.0 y 0.2% de 2-mercaptoetanol, 0.1% de hidroxiguinoieina, Sambroook er «l..
1988), y los tubos fueron agitados en vortex por 10 seg v centrifugados a 10.000 rpm por 10

min.

El precipitado fue descartado v al sobrenadanie se le agregaron 400 pl de
cloroformo-aleohol isoamilico (24:1), la mczela fue agitada en vortex brevemente v

después se centrifugé a 10,000 rpm por 10 min.

La fase superior acuosa fue obtenida y colocada ¢n un wbo nuevo al cual le fueron
agregando 200 pl de acetato de amonio al 7.5 M. la mezcla se dejo reposar en hiclo por 10

min. Para luego ser centrifugada a 10,000 rpm por 10 min.

El sobrenadante fue separado y colocado en tubos nuevos, para luego ser mezelados
con 1 ml de etanol al 95%. Posteriormente se refrigerd a una temperatura de -20°C por un

minimo de 2 hrs.

Los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm por 3 min, el sobrenadante fue

desechado y los tubos s¢ colocaron en posicion invertida sobre papel absorbente hasta

evaporar los restos de alcohol.



Después les tue agregado 1 ml de etanol frio al 70%. los tubos fueron mezeladus
suavemente v luego centrifugados a 10.000 rpm por 3 min. El sobrenadante fue desechada

v los tubos se pusicron a secar en posicion invertida sobre papel absorbente.

Secos los tubos. se les agrego a cada uno 20 pl de TE. Los dcidos nueleicos
extraidos fueron conservados en centrifugacion a 4°C hasta el momento de ser utilizados en
PCR siguiendo ¢l protocolo anteriormente descrito. solo que con niciadoresiprimers)

diferente. (Martinez 1993).

Finalmente de las 97 muestras de ADN extratdo, 5 pl de cada mucsira fueron

depositados en un tubo nueveo en grupos de 10 perros hasta realizar la prueba molecular.

6.- TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE GARRAPATAS
Para obtener e] extracto de garrapatas. previamente fueron colocadas sobre papel
secanie Yy se dejo reposar por espacio de 3 min para eliminar los residuos de alcohol.

despues fueron lavadas con agua destilada v secadas.

Posteriomente todos los organos internos de cada especimen se extirparon v fueron
separados en grupos de 10 garrapatas, (excepto | grupo de 3) en un tubo eppendorf de 1.3
ml resuspendiendose en 30 ul de TE (10mM de Tris-Cl pH 8.0 v 1 mM de Ny b-DTA) y se

maceraron con una pipeta homogenizadora de pistilo (Deltawere No. 95100) por § min,

Los tubos se mantuvieron a una temperatura de 95°C por 10 man. Después se
colacaren en hielo por 10 min. Finalmente se usaron 4 pl de sobrenadante para PCR.

(Persing er al., 1990,



7.- Amplificacion de ADN

Para niciar los dos ensayos se utilizaron tubos eppendort de 500 pl en los cuales se
agregaron. 4 ul que contenia un promedio de 100 ng de ADN de sangre y 4ul del extracto
de garrapatas, en ambos se agregaron 2ul (10 pmol) de cada iniciador o primer (Fig. 2). Sul
(10 mM) de Tris-HCL, 3ud (3.0 mM) de cloruro de magnesio. lul (200mM) de cada
deoxinucleotidos trifosfatados y 2ul (2.5. unidades) de la enzima 7ag DNA polimerasa
(Gibco. USA ), obteniendose un volumen fina!l de 30pl. Finalmente se depositaron 45 ul de

aceite mineral con el fin de evitar evaporaciones.

La reacciones se llevaron a cabo en un termociclador Perkin-Eimer 480 siguiendo

un programa disefiado especificamente para este caso y con una duracion aproximada de 3

hrs.

ETAPA TEMPERATURA TIENMPO CICLOS
Desnaturalizacion 94°C 2 min }
Desnaturalizacion 94°C 1 min 30
Alineamiento 43°C I min 30
Extension i | min 30
Extension ¥2°C 2 min 1

Una vez terminada la rcaécién de polimerizacion, la verificacion de la ampliticacion
se confirmo al fraccionar las muestras en un gel de agarosa al 1.5% (Sambrook et af..
1988), preparado con 1.5% dc agarosa (Sigma, L SA) disueito en TBE 10X (0.89 mM Tris-
HCI, 0.89 mM éacido B(')rico, 25 mM Na,EDTA pH 8.3) y tefiido con bromuro de etidio (0.8
mg/ml).

El fraccionamiento en geles de agarosa se realizo bajo una corriente de 60v y 100v
Para esto se tomaron 8 pl de cada porcion v fueron mezcladas con 3 pl de solucion Hait
(25% de glicerol, 0.25% de Xilencianol, 0.25% de azul de bromofenol, 50 mM Tns-HCl
pH 8.0. 50 mM Na,EDTA. 1% SDS, en agua bidestilada estéri}). Con la ayuda de una




micropipeta cppendorf. cada mezcla fue depositada en orden en los pozos del vel. En los
extremos del mismo, fucron depositados 200 ng del marcador de pares de bases. como un
marco de referencia para el tamafo de nuestra banda esperada.

Ll gel permanecié siempre sumergido en una solucion amortiguadora TBE 0.5X. Al
término del fraccionamiento el gel fue visualizado en un transiluminador de luz ultravioleta
(Fotodyne, modelo UV-440/RM-4), para detectar los fragmentos ampliticados
compararlos con el testigo positivo v el marcador de pares de bases (Sambrook er «f..

1988).

Posteriormente los geles fueron fotografiados con una camara Fotodyne-Polaroid.

FCR-10 filtro Tiffen 40.5MM RED 23A. provista de pelicula Polaroid 667 instantanea.

8.-Estudio taxondmico
La identificacidon y cuantiticacion de las garrapatas se llevaron a cabo en el
laboratorio, utilizandoese las claves taxononitcas para garrapatas de Keiran & Litwak. {1989)

v de Furman & Looniis, (1984) para especies de Calitornia.

9.- Prevalencia y abundancia

Los indices de densidad de garrapatas s¢ determinaron por la prevalencia {porcentue
de perros infestados con garrapatas) v la abundancia por sexo y total (media aritmétca y
desviacion estandard [DE]) de el numere de garrapatas por perros (incluyendo garrapatas
positivas v perros sin garrapatas).

Cabe mencioﬁar que los indices de densidad tueron reportados v graficados por
especie y por localidad.

. El término de “garrapatas por perro” se refirio al numero colectado en 3 min. de

coleccion como lo detalld anteriormente Amerasinghe er ¢/.. (1992) y no al numero total de

garrapatas infestando el cuerpo del perro.
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VI- RESULTADOS

1.- Hospederos

' este estudio se colectaron un total de 97 perros Jurante Agosto 18 de 1994 4
Maza 3 de 1993 de los cuales 65 (67.1%6) lueron miachos v 32 (32.9%0) hembras
distribuidos en cada localidad de estudio con 32(32.9%) perros en Dulees Nombres.
23(23.8%) perros en La Ciudadela, 15 (134%) en Bl Ranchito v 27 (27 Y%en k1 Barrial
Predomino la cruza de razas {criollo) ¢con 83 (83.6%¢) perros & con 14 14.4%) de razus puras
{Tabla ). Las edades tluctuaron entre 3 meses a 135 aftos (Tabla 2). Los perros de todas fas

edades presentaron garrapatas ( Tabla 3).

2.- Vectores

Se colectaron un total de 631 garrapatas ( Acartdxodidae) en el perindo de estudio,
332 51.0 % machos v 319 49.0 % hembras en 70 72.16% 6 de 97 perros muestreados en la 4
localidades de estudio. la densidad medw de garrapatas por percos e de 6.7 con una
intensidad de infestacion de 9.3 garrapatas por perro intestado, de los cuales 484 74534
garrapatas (224 machos, 240 hembras) fueron colectadas de 29 perros estudiados en Dulees
Nombres. 7671 1.68% garrapatas (39 machos, 37 hembrasy de 14 perros muestreados on | 2
Ciudadela, 20/3.08% garrapatas (11 muchos, 9 hembras) de 7 perros provenientes de F
' 33

Ranchito v 71/10.90% garrapatas(38 machos, 33 hembras) de 20 perros muestreados en 1!

Barrial. (Tabla 4 ).

3.- Cepa de referencia Borrelia burgdorferi

En la figura 3 se observa un gel de agarosa al 1.3% tenido con bromuro de etidio
donde se muestra la amplificacion de la cepa de referencia despues de someteria a PCR. bn
el castil M se observa el marcador de pares de bases pBR322~4fu [ fragmentadas de 910 a
|1 pares de bases. En el carnl | se observa la banda amplificada de aproximadamente 373
pb. proveniente del gen OspA de B. burgderferi cepa CONN-239] utiltzada come testigo

positivo.
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Fig. 3.- Gel de agarosa al 1.5% conteniendo una banda amplificada del ADN de la cepa
de Borrelia burgdorferi. En el carril M: el marcador de pares de bases pBR322+4/u I. En
el carril 1; se observa una banda de B. burgdorferi CONN-2591. Carril N: control

negativo.



4.-PCR en muestras de sangre
Los resultados obtenidos indican que de 9 muestras de sangre de grupos de 10

perros analizadas por PCR. ninguna revela resultados positives a la prueba (Tabla 3).

5.- PCR en muestras de garrapatas

Se analizaron 64 grupos de garrapatas por medio de PCR. los resultados revelaron
que 4 (6.3%) grupos de 10 garrapatas fueron positivos a la prueba (Tabla 6). kn la figuru N
4 se observa un gel de agarosa al 1.5% donde se aprecio la amplificacion lograda a partir de
ADN de B. burgdorferi encontrados en garrapatas removidas de perros. En ¢l carril M se
indica la fragmentacion del marcador de pares de bases, en los carriles 2 a 5 se muestra la
amplificacion de 4 bandas correspondiente al ADN de B. burgdorferi cepa CONN-2591.
localizado en este tipo de muestras y por ultimo el carril N se observa el control negativo
Estos resultados coinciden con €l testigo positivo de B. burgdorferi cepa CONN-2591

previamente establecida en carril 1.

Los resultados obtenidos indicaron que Jos 2 (3. [%) grupos positivos
correspondieron a la especie D. variabilis oblenidas de perros de la localidad de Dulces
Nombres., 1(1.6%) grupo positivo en D. variabilis colectadas de perros de la localidad 1 a

‘Ciudadela y 1 (1.6%) el restante (grupo de 3 garrapatas) en D. variabilis colectadas de

perros de la localidad de El Ranchito. (Tabla 7).
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Fig 4.- Gel de agarosa al 1.5% que nos mucstian ¢l resultado de la prucba de PCR a
partir de un extracto de grupos de 10 garrapatas Carril M el marcador de pares de bases
pBR322+/)de 1. Carnil 1: testigo positivo. Carril 2-5. muestras positivas. Carril N° control

negativo.



6.6.- ESTUDIO TAXONOMICO:

La identificacion toxondmica de las garrapatas removidas de perros localizados en
Dulces Nombres, N.L., La Ciudadela, N.L.. LI Ranchite, N.L. y El Bamal. N.J. se
etectuaron mediante las claves anteriormente mencionadas.

Del total de garrapatas colectadas se identificaron 3521(80.0%) garrapatas R.
sanguineus (278 machos, 243 hembras), 57(8.8%) D. variabilis (20 machos, 37 hembras).
60(9.2%) Amblyomma cajennense (Fabricius. 1787) (30 machos. 30 hembras) vy 13(2.0%)
Boophilus annulatus Salmon & Stiles, 1901, (4 machos, 9 hembras).(Tabla 8 v 9: IYig, 5y

6).

PHYLUM: Arthropoda(V. Sicbold & Stannius. |845)
CLASE: Arachnida (Lamark, 1815)
SUBCILASE: Acari (Leach. 1817)
ORDEN: Parasitiforme {Reuter, 1909)
SUBORDEN: fxvodida (Van der Hammen. 1968)
FAMILIA: Ixodidae | Canestnini 1890)

GENERO: Rhipicephalus (Koch 1844, Nuttall
and Warburton 1911, Cooley 1946, Hougsteaal
1956)
{Beaver 1986)

Rhipicephalus sanguineus
(Letreille. 1806: Koch, 1844: Cooley 1946)
(Figs. 7y 8)
Descripeidn:
Hembra: En vista dorsal son organismos que presentan cuerpo oval. algunos mas ancho en
su parte posterior, generalmente de color café. Partes bucales con paipos cortos y anchos.

Hipostoma igual a los palpos. Capitulo hexagonal con proyecciones latero-triangular, areas

porosas sobre el capitulo. Cornua presente como esquinas salientes. Escudo sin



ornamentacion, Ojos laterales presentes v 11 festones ubicados en la parte postenior del
abdomen. En vista ventral coxa I con dos aguijones un externo delgado y otro interno de
forma mds puntiaguda. coxa Il a [V con aguijones externos redondo y pequefios. coxa Il v
11T aguijones internos mas pequerios en forma de pequenas protuberancias. Plato espiracular

corto en forma de coma.

Macho: En vista dorsal son organismos de cuerpo oval, mas amplio en su parte pusterior
Las partes bucales con palpos cortos y anchos. Capitulo hexagonal con preyecciones latero-
triangular. cornua presente. Escudo mucho mas amplio gue en las hembras sin
ornamentaciones. Festones presentes en la misma cantidad a las hembras. En vista ventral
presentan las coxas similares a las hembras pero la unica diferencia es la coxa IV con un
pequefio aguijon interno. Platos o escudos accesorios anal y adanal. Plato espiracular

elongado en forma de coma.

Hospedero: Perros (C. familiaris)

Localizacién: principalmente de cabeza. orejas. cuello v axilas

Distribucion geografica: Dulces Nombres perteneciente a Pesquena. N.L.. La Ciudadely
Perteneciente a Juarez, N.L.. El Ranchito y EI Barrial perteneciente 2 Sanuago. N.L.
Comentarios. R. sanguineus pudo ser distiguible de otras gurrapatas generulmente por la
base del capitulo hexagonal con proyecciones latero-triangular y ia presencta de testones en
su parte posterior del abdomen. La base del capitulo de la garrapata B. annulatus (Salmon
& Stiles) es algo parecida a R. sanguineus pero lo que distingue a esta especte facilmente

es que B. annulatus no presenta festones en la parte posterior del cuerpo.



PHYLUM: Arthropoda (V. Sichold & Stanmus. 1843)
CLASE: Arachnida (Lamark, 1815)
SUBCLASE: Acari (l.each, 1817)
ORDEN: Parasitiformes (Reuter. 1909)
SUBORDEN: Ixodida {(Van der Hammen. 1968)
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890)

GENERO: Dermacentor (Koch. 1844, Nutta!
& Warburton 1911 v Coolev 1938)
{Beaver 1986)

Dermacentor variabilis
(Say. 1821: Bank. 1908: Cooley. 1938: Arthur 1960)
(Figs. 9 v 10)

Descripeion:

Hembras: En vista dorsal son organismos que presenta cuerpo oval elongado con un patron
de coloracion café con pequena ornamentacion. La partes bucales con palpos cortos anchos
y moderados. Base del capitulo rectangular ligeramente mas ancho que largo. cornua ancha
v corta. Presenta surcos cervicales poco profundo postenor a la base del capiulo. lscudo
‘con un patron coloracidén de gris a plata tipicamente de variable formas v ¢l rojo-cate
presente como coloracion de fondo y pequedas puntuaciones numerosas o lo fargo del
escudo. En la parte posterior al abdomen presentan 11 festones. kn vista ventral coxa [ con
largo aguijon interno ligeramente trianguiar. aguijon externo es mas pequenio pero delgado,
coxa Il y HI con aguijones externos mas pequefios y aguijones intermos redondos. coxa 1V
con pequefio aguljon externo. aguijon interno ausente 0 ¢n algunas se observa pegueios
abultamientos. Platos espiraculares en torma vanable tipicamente ancho con ligero
despunte en la prolongacion posterodorsal. células muy redondas vy numerosas con

pequefias puntuaciones cerca de los bordes y en la prolongacion posterodorsal.
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Macho: En vista dorsal son organismos de forma oval elongada con una coloracion blanca
v caté donde predomina la ornamentacion. Las partes bucales con palpos coros anchos,
Base del capitulo tan ancho como largo. Escudo mas amplio que las hembras con patron de
coloracion de gris a plata v un color rojo-caté de tondo. escudo con surcos cervicales
profundos y cortos posterior a la base de capitulo. Festones presentes en misma cuntidad u
las hembras. En vista ventral aguijones coxales presentes iguales a las hembras pero la
diferencia en machos es que no hay ningun vestigio del aguijon interno sobre la coxa 1V
Platos espiraculares anchos con células redondas numerosas y puntuaciones igual a las

hembras.

Hospedero: perros (C. familiaris)
Localizacion: principalmente de cabeza. orejas, cuello y axilas
Distribucion geografica: Dulces Nombres perteneciente a Pesqueria, N.L., La Ciudadela

Perteneciente a Judrez, N.L. v El Ranchito perteneciente a Santiago. N.L,

Comentario: D. variabilis ¢s una especie muy semeiante 8 Dermacentor andersoni Marx,
1897, D, occidentalis en la omamentacion del escudo. pero D. variabilis difiere de wdas las
especies de dermacentor en la apariencia granular muy pequenias. fina y numerosa en los

platos espiraculares.
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PHYLUM: Arthropoda (V. Siebold & Stannius. 1845)
CLASE: Arachnida (Lamark 1815)
SUBCLASE: Acari (Leach 1817)
ORDEN: Parasitiforme (Reuter 1909)
SUBORDEN: Ixedida (Van der Hammen 1968)
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890)

GENERO: Amblyomma (Koch 1844,
Robinson, 1929, Cooley and Kohls. 1944)
(Beaver 1986)

Amblyomma cajennense
(Fabricius, 1787)
(Figs. 11y 12)

Descripeion:

Hembra: En vista dorsal son organismos de forma redonda a oval. La coloracion
predomina la omamentacion blanca y un fondo amarillo-café. Las partes bucales con palpos
delgados y elongados; el segmento 2 mucho mas grande que el segmento 3. La base del
capitulo rectangular. Escudo omamentado con coloracion blanca de forma radiada. |1
‘fcstones presentes en forma de tubérculos quitinosos en el angulo postero-interno. En vista
ventral la coxa I con aguijén externo ampliamente mas largo que el aguijon interno.

Espirdculo subtriangular en forma de coma.

Macho: En vista dorsal son organismos de forma redonda a oval. La coloracion con
ornamentacién mucho mas amplio que las hembras. Las partes bucales con patpos delgados
y elongados igual a la hembras. La base del capitulo rectangular. Escudo con un patrdn
amplio de coloracion blanca con un fondo de rojo-café radiada desde el centro a la periféria
con mas prevalencia en drea central y anterior al escudo. Festones presentes. En vista
ventral se observo que la coxa | con aguijon external mucho mas largo que ¢l aguijon

interno. Espiraculo subtriangular en forma de coma.
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Hospedero: perros (C. familiaris)
Localizacion: principalmente de cabeza, orejas, cuello y axilas

Distribucién geografica: El Barrial perteneciente a Santiago, N.L.

Comentarjo: A, cajennense presenta una semejanza a A. americapum en la forma delgada
y elongada de las partes bucales (palpos ¢ hipostoma) y en la forma oval de su cuerpo, pero
diferen en la coloracion de los escudos. La hembras A. americanum presenta escudo
tipicamente con una macha blanca en la parte posterior del escudo y el macho A.
americanum presentd un escudo tipicamente mas amplio con 2 pares de lineas blancas
semicirculares en las 4reas anterolateral y posterolateral a nivel de los festones y en cambio
la hembra A. cajennense, €l escudo presenté una coloracion blanca uniforme de variables
formas, y el macho 4. cajennense presenta un escudo mas émplio por 16 que la coloracion

variable se observd con més claridad.



PHYLUM: Arthropoeda (V. Siebold & Stanmus. 1845)
CLASE: Arachnida (Lamark, 1815)
SUBCLASE: Acari (Leach.1817)
ORDEN: Parasitiformes (Reuter, 1909)
SUBORDEN: Ixedida (Van der Hammen, 1968)
FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890)
GENERO: Boophilus (Curtice 1891, Neumann
1907, Salmon y Stiles 1901, Cooley 1946,
Arthur 1960)
(Beaver 1986)

Boophilus annulatus
(Salmon & Stiles1901, Cooley 1946 & Arthur 1960)
(Figs. 13y 14)

Descripcion:

Hembra: En vista dorsal son forma oval con un patron de coloracion café. Las partes
bucales con palpos mucho mds cortos que ¢l hipostoma, La base del capitulo mucho mas
ancho que largo, con margenes laterales formando cortas extremidades. cornua ausente.
‘Escudo ancho en su parte anterior, con margenes anterolaterales casi paralelos v rectos, 0jos
presentes. Festones ausentes. En vista ventral coxas sin aguijones excepto un ¢orto aguijon
redondo externo sobre la coxa I. Tarso Il y 1V con subapical aguijon ventral. Espiraculos

redondos a ovales,

Macho: En vista dorsal de forma oval. Predomina un color caté en su cuerpo. Las partes
bucales con palpos mucho mas cortos que el hipostoma. Presentan la base del capitulo
mucho mas anche que largo, cornua presente con margen posterior recto. Escudo
ligeramente estrecho. En vista ventral coxa 1 con aguijoén extemo e interno de igual medida

y variable anchura. Coxa II a IV sin aguijones. Platos espiraculares igual a las hembras.
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Placas adanales y accesorias. Platos o escudos accesorios anal y adanal. Espirdculos
redondos a ovales.

Hospedero: perros (C. familiaris)

Localizacion: principalmente de cabeza, orejas. cuello v axilas

Distribucion geografica: La Ciudadela Perteneciente a Juarez, N.L.

Comentario: B. annularus se diferencia de otras especies de garrapatas ya que es una
especie que presenta palpos tipicamente cortos y anchos que los hace ser una de las
caracteristicas taxonémicas muy notables de otras epecies de garrapatas asi mismo como

ausencia de festones en la parte posterior del abdomen.



6.7.- PREVALENCIA Y ABUNDANCIA:

La prevalencia fue determinada por el promedio de perros con garrapatas
observandose que para las garrapatas K. sanguinens ¢l promedio mas alto fue en la
localidad de Dulces Nombres, N.L. con 90.62% de 32 perros muestreados y el mds bajo ¢n
El Barrial, N.L. con 22.22% de 27 perros muestrados. La abundancia de total fue
determinada por el nimero de (garrapatas por perrostdesviacion standard) en todas las
localidades muestreadas, observandose que la maxima fue para Dulces Nombres con
(14.15+17.84) de 453 garrapatas colectadas, v la minima tue en El Barrial con (0.40£0.93)
de 11 colectadas. La abundancia por sexo, se presentaron vualores maximos para Dulces

Nombres y los minimos en Ei Barrial.(Tabla 10).

Las prevalencia y abundancia en D. variabilis mostro promedios casi equivalentes
en las localidades de Duices Nombres, N.L., l.a Ciudadela, N.L. ¥ E] Ranchito. N.L.
presentandose la prevalencia mas alta en la logahidad de Dulces Nombres con 37.50% de 32
perros muestredos y una abundancia total de (0.96x2.26) de 31 garrapatas colectadas. la
prevalencia mas baja se present6 en La Ciudadela con 17.39% de 23 perros muestreados
la abundancia total mas baja se presentd en El Ranchito con (0.20£0.41). Cabe sefialar que
en El Barrial. N.L. no se presenté ningin perro con garrapatas por lo tanto no se registro

ninguna . variabilis, (Tabla 11).

De las 4 Localidades muestreadas 4. cajennense solo se observo en la localidad El
Barrial, N.L. con una prevalencia de 74.07% de 27 perros muestreados y una abundancia
total de (2.2242.24) de 60 garrapatas colectadas. No hay una diferencia significativa en la

abundancia por sexo en esta especie de garrapatas, (Tabla 12,

B. annulatus presento una prevalencia de 8.69% de 23 perros muestreados y una
abundancia total de (0.56£1.87) de 13 garrapatas colectadas ¢n la localidad de La

Ciudadela, N.L. En ¢l resto de las localidades, los hospederos no presentaron garrapatas por



fo que no se registré ; ' Hgi |
q se registrd la prevalencia y logicamente también la abundancia de B. annulatus

(Tabla 13).



VII.- DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los resultados indicaron que del total de muestras de sangre procesadas por PCR,
ninguna fue positiva. La utilizacién de muestras de sangre de perros para diagnostico es
excelente ya que se puede obtener una gran cantidad de DNA, pero al no encontrar ninguna
muestra positiva podemos pensar que sea debido a ciertas limitantes como puede ser la baja
espiroquetemia en sangre o la presencia de inhibidores en la reaccion de amplificacion.
Opiniones que fortalezen los resultados negativos obtenidos en nuestro estudio son las
escritas por Johnson ef al., (1984) quienes mencionan que existen experimentos en animales
que han mostrado que la espiroqueta ha sido diagnosticada en sangre'dos semanas después
de la inteccion. Sin embargo Duray et al., (1986) menciona la presencia de la espiroqueta
en sangre de corazdn varios meses después de la infeccion. Asi mismo Moody et al.. (1990)
. detectan la espiroqueta en sangre de ratas Lew/N 30 dias después de inoculacion de la
espirogueta. A todo lo anterior le agregamos la evidente propagacion del agente causal en ¢l
hospedero, ademas de ser una enfermedad de largo término, se concluye que quiza haya una

espiroquetemia intermitente Bosler ef al. (1984).

La faita de diagnéstico de la espiroqueta B. burgdorferi en sangre de perros puede
‘ser debido a una intermitencia de la bacteria en la sangre. Pachner ef al.. (1993) refuerza
esto mismo al mencionar que la prueba de PCR es menos sensitiva que los cultivos en la
deteccion de B. burgdorferi en muestras de sangre, posiblemente por la presencia de

inhibidores de 1a sangre.

Malloy et al. (1990) escogen 15 muestras de sangre de caninos prgviamente diagnosticadas
como positivas en base a sintomas clinicos y serologicos a la EL y las analizan por PCR.
Los resultados revelaron que solo | de las 15 muestras de sangre fue positiva. Artsab et al.,
(1992) realizaron un estudio en Price Edward Island, Canada donde detectan B. burgdorferi
por medio de la IFI en 7 de 75 sueros de perros. Benach et al., (1983) realizan un trabajo en

Long Island y la provincia de Weschester, N.Y. donde aislan la espiroqueta 2 de 36



37

muestras de sangre €n pacientes en quien presentaron signos y sintomas sugestivos de la
EL. Se concluyé que un bajo porcentaje en los aislamientos (2 de 36). se debio
problablemente a la persistencia de la espiroqueta en sangre (espiroquetemia) v la baja
densidad en estas condiciones. Otros estudios realizados en sangre son los de Rawlings et
al., (1987) quien conducen un trabajo en el laboratorio del Departamento de Salud de Texas
para aislar la bacteria B. burgdorferi en sangre de pacientes. Se determind que 2 de 100
pacientes rcsultaron positivos. Burgess er «fl. (1986) determinaron B. burgderferi par
medio de hemocultivo. Se confirmaron que 8 de 111 perros fueron positivos, ellos
mencionan que el nivel y duracion de la espiroquetemia en perros es incieria. La
espiroqueta fue aislada de animales clinicamente normal. Se menciono que se debe tener
cuidado en la toma de sangre de animales, ésta técnica podria ser una huena practica para la

prueba de PCR y detectar B. burgdorferi en perros.

Los resultados indicaron que la prueba de PCR a partir de extracto de garrapatas
resulto ser positiva en el 6.3% de las garrapatas D. variabilis, de lo cual ei 3.1% de los
especimenes fueron de la localidad de Dulces Nombres perteneciente a Pesqueria. N. L. v
1.6% fue para la localidad La Ciudadela pertencciente a Juarez. N. L. y 1.6% fue para la

localidad El Ranchito perteneciente a Santiago, N.L.

En la actualidad no existen en el estado de Nuevo Ledn asi mismo como en el pais.
un estudio semejante en garrapatas para realizar su comparacién con los resultados
obtenidos, en Nuevo Ledn se han realizado dos estudios acerca de la El que representan un
valor diagnéstico, uno es el descrito por Welsh et al., (1992) que reportan en localidades sin
conocer del estado de Nuevo Leon la presencia de B. burgdorferi por medio de la técnica
de ELISA en sangre de 8 pacientes con edades entre 7 y 65 afos con antecedentes de haber
sufrido picaduras de artrépodos hematofagos y que presentaban lesiones eritematosas
anulares en la piel ligeramente pruriginosa, asi como malestar general. Estos hallazgos
refuerzan la importancia clinica que tiene la EL en México. y mds aun. la necesidad de

contar con un procedimiento diagnostico acertado y oportuno en la poblacion humana. pues
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con el presente trabajo se comprueba la existencia de artrépodos transmisores que conviven
en el medio doméstico rural. Asi mismo el segundo trabajo, reforzando el estudio
diagnostico anterior, Salinas ez al.. (1995), detectan la bacteria mediante la prueba de PCR
en dos biopsias de piel de pacientes y en liquido sinovial de un perro con artritis, éstos
resultados nos confirman la presencia de la espiroqueta en el estado de Nuevo Ledn. Por
otra parte en algunos paises el estudio de los vectores transmisores de B, burgdorferi tiene
gran importancia epidemiolégicamente, por ejemplo en los Estados Unidos de
Norteamerica donde la incidencia de casos humanos en 1990 fue de 7,943 casos y en 199]
llegd a 9,244 casos reportados por U.S. Center for Disease Control, (CDC) Guyette et al.,
(1993), los trabajos sobre vectores toman gran interés. En la actualidad existen algunos
autores que han detectado la bacteria B. burgdorferi en forma natural o experimentalmente
en garrapatas. En los Estados Unidos Persing ef al. (1990) detectan por medio de la prueba
de PCR 15 de 15 garrapatas I. dammini mantenidas en laboratorio. Teltow er al., (1991)
cultivaron B. burgdorferi mediante €| medio BSK 7 de 1024 grupos de garrapatas. De los
aislamientos espriroquetales, la garrapatas involucradas fucron A. americanum. A.
maculatum ¢ 1. scapularis. Feir et ul., (1994) conducieron un trabajo de investigacion para
detectar DNA de B. burgdorferi en 54 garrapatas A. americanum y D. variabilis por medio
de PCR. Los resultados mostraron que 38(70%) de 54 garrapatas fueron positivas cabe
‘mencionar que las garrapatas previamente fueron muestras positivas por medio de la técnica
de TFI. Todas las garrapatas fueron colectadas en el Sureste de Missouni y los alrededores
de St. Louis. Los resultados obtenidos, corroboran lo hecho en el presente trabajo donde se

determina la presencia de B. burgdorferi en garrapatas D. varéabilis en un 6.3%.

Otros estudios son los Piesman & Sinsky (1988) quienes conducen un trabajo para
ver la habilidad de las garrapatas D. variabilis y A. americanum para adquirir la bacteria B.
burgdorferi bajo condiciones de laboratorio, los resultados mostraron que 16(9%) de 178
D. variabilis resultaron positivas y al igual 6(13%) de 45 A. americanum. La presencia de
la espiroqueta B. burgdorferi en 9% de las garrapatas D. variabilis en el estudio anterior y

el 6.3% en la misma especie en nuestro trabajo. nos mostird un porcentaje de infeccion casi
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similar en ambos estudios. Reportes mas reciente son los hechos por Pichon ¢f al., (1995)
quicnes en la region de Rambouillet cerca de Paris, Francia detectan la espiroqueta por
medio de la PCR. Los resultados revelaron que 30 de 249 ninfas 1. ricinus fueron positivos.
Burgdorfer er al/. (1985) menciona que B. burgdorferi comunmente es detectada en
garrapatas del género Ixodes sp. pero también en otras especies de garrapatas tales como D,
variabilis, H. leporispalustris y A. americanum. Asi también Teltow ef al., (1991) refuerza
lo anterior y menciona que B. burgdorferi a sido aislada de ciertas especies de garrapatas
que no son del género Ixodes como la garrapata “Dog American Tick™ D. variabilis y

“Lone Star Tick” A. americanum.

El presente trabajo ha desarrollado un ensayo basado sobre la PCR para la deteccion
de B. burgdorferi y esta técnica ha sido aplicada para la deteccion de secuencias del gen
OspA de la bacteria en garrapatas removidas de perros en 4 Jocalidades rurales del estado
de Nuevo Ledn. La ventaja potencial de usar PCR en este contexto incluye. (i) La
produccion de una secuencia ampliticada que puede ser usada para caracterizar o demostrar
la clasificacion de un patogeno, (ii) la habilidad para detectar el organismo en gspecimenes
muertos considerados un analisis inadecuados por otros medios convencionales y (iit)
amplificar secuencias maltiples de un producto dentro de algun espécimen Persing ef al.,
(1990),

Este trabajo registra la presencia de garrapatas D. variabilis con un scgundo lugar en
abundancia por localidades de estudio, y la unica especie portadora de B. burgdorferi en
tres localidades rurales del estado de Nuevo Leon de las cuatro estudiadas, constituyendo
asi el primer reporte de éste microorganismo en garrapatas en el estado de Nuevo Ledn,
Mex. Lo anterior nos explica que D variabilis presenta buena competencia vectorial y quiza

tenga un impacto epidemioldgico de la EL en el estado.
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Consideramos necesario efectuar estudios adicionales para determinar el papel de
esta especie de garrapatas en la epidemiologia de la EL en el estado de Nuevo Leon v los

estados vecinos.

Del total de perros muestrados se colectaron en total de 651 garrapatas, de los
cuales, los resultados taxonémicos nos indicaron una abundancia total de R.
sanguineus(80.0%), A. cajennense(9.2%), D. variabilis(8.8%) y B. annulatus(2.0%).
Estudios taxonomicos de garrapatas ¢olectadas de perros como potenciales vectores de la
EL no se conoce en ¢l estado de Nuevo Leon. En la actualidad en paises extranjeros donde
la EL. toma gran importancia se ha realizado estudio por ejemplo Teltow er al., (1991)
examinaron de Noviembre de 1988 a Diciembre 1989 en Texas artropodos para aislar B.
burgdorferi por medio del cultivo modificado de BSK en animales domésticos. La
espiroqueta fue aislada de 8 de 1.093 pools de artrépodos cultivados. Se colectaron 9 A.
cajennense. 57 D. variabilis. 91 R. sanguineus, 244 A. americanum. 11 A. maculatun. 5
D. albipictus, 28 Dermacentor nigrolineatus Packard. 2 D. Parumapertus. 5 F.
leporispalustris y 445 Ixodes scapularis. Rawhngs & Teltow (1994) realizaron un trabgjo
en Texas entre 1990 y 1992 para determinar la prevalencia de lu espiroqueta B. burgdorferi
en garrapatas. La espirogueta se detecto en 1.03% de 5.141 garrapatas. Estudio taxonomico
.identiﬁcaron garrapatas de siete diferente especies de las cual se incluyen 2,901 fueron A.
americanum, 1 A. maculatum, 70 D. nigrolineatus, 44 D. variabilis, 1021 .
leporispalustris, 20 R. sanguineus, 326 Ixodes sp. Ketrans & Litwak (1989) realizaron
claves taxonomicas para garrapatas dei genero Ixodes para ser usadas como una
herramienta para identificar garrapatas potenciales vectores de la EL en ¢l este de
Mississippi. Se identificaron 6 géneros 27 especies de garrapatas dura(lxodidae) de las
cuales incluyeron géneros tales como 3 Amblyomma (A. americanum, Amblyomma
dissimile Koch, 1844, Amblyomma tuberculatum Marx) 1 Boophilus (B. annulatus), 3
Dermacentor (D. albipictus, Dermacentor nitens Ncumann y D. variabilis), 2
Haemaphysalis(Haemaphysalis chordelis Packard y H. Leporispalustris). 16 Ixodes

(Ixodes affinis Neumann, Ixodes angustus Neumann, Ixodes baergi Cooley & Kohls.
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Ixodes banksi Bishopp. Ixodes brunneus Koch, 1. cookei. k. dammini, I. dentatus. Ixodes
kingi Bishopp. Ixodes marxi Banks, Ixodes minor Neumann, Ixedes muris Bishopp.

Lscapularis, Ixodes sculptus Neumann, Ixodes texanus Banks e ixodes woodi Bishopp) ¥

1 Rhipicephalus (R. sanguineus).
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Fig.1. Mapa de distribucion de las cuatro localidades de estudio.
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Amblyomma cajennense y Boophilus annulatus

Fig. 6. Porcentaje de garrapatas por sexo Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor variabilis,

colectadas de perros en las cuatro localidades rurales del estado de Nuevo Ledn, México.



"BIqQUISY TeNUA BISTA *Q “8rf ‘PIQUSY ‘Tesioq BISIA *L "811 :(3[[1ena]) snaurndues snreydsordryy *g £ 7 sSig




a ventral, macho.

Fig. 10. Vist

1

. 9. Vista Dorsal, macho

ig

F

V)

Sav

-

.9 v 10. Dermacentor variabilis (

Figs



PIqQUIDY ‘TEOUDA BISIA ‘7T 81 ‘eiquIdy ‘TusIOJ vIStA "1 1 "814 ((SndLIqe]) asuauua(e)d PWWOAIQWY "71 A 11 'S31]




"CAQUUIDY ‘TENUA RISTA “+1 "81] ‘eIqQUIBY ‘TesIoq BISTA "¢ 1 '81 :(SOMS 2 uowqes) smipynuue snpydoog +1 A €1 *$814

cl




A
LRI

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON B
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LISTA DE HOSPEDERQOS VERTEBRADOS E INVERTEBRADOS DONDE SE HA
PRESENTADO Borrelia burgdorfert.

Desde el inicio de la presencia de la espiroqueta B. burgdorferi en humanos,

vectores, animales domeésticos v silvestres, varios autores han realizado estudios sobre este

tema entre los cuales se enlistan:

Lista de vectores donde se ha detectado a Borrelia burgdorferi

TECNICA
N CIENTIFICO N. COMUN DE ESTU DIO LUGAR AUTOR ARO
Ixodes dammini Garrapata BSk [ vare » Haddaru € atw Andetson v af 1983
Ixodes pacificus Garrapata LF1 Oreygon y Calitomia Burpdorier ef of 198¢
Ixedes dammind Gamopata Samt Cryx Valles USA Waeisbrod & Jobnson 1989
Dermacentor varighilis Garrapala rD Birwingham. Alabama Pizsman & Sinsky 1988
Ixodes scapularis Garrapata IFD Bimningham  Alabama Piesman & Sinsky 1988
Amblyomma americangm Garrapata IFD Bimuinphan, Alabama Presman & Sinsky 1988
Ixades pacificus Garrdpata 3] 1y sylle Cailurma Mensen ef ul 1990
Ixodes dammini Garrapata {1 ab) PCR Great | Weest Yarmouth, Mass Persing of ol 1994
Ixodes damming Uanapaia  (campo)  PCR Naniuckes Island. Mass Persing o ul 1994
Ixodes cookei Garrapaia 1¥1 Virgsnia v Caronna det Norte Levine ¢f af 991
A.mblyomma americanum Garrapata 1Fl Morgmia y Carphina del None Levine ef uf (RDEI
Dermacenior variabilis Ganapata 131 Virpana y Larobina del Nune ‘Levine ¢t ai 1
Ixodes dertatus Garrapata Il Virena v Carglina del Norte Levine et al 1991
Huemaphisalis leporispalustris Garrapata [Fl Virgma y Cazidima del Norte Levine 20 uf 1941
Ixodes dammini Garrapata IF1 Viteinia y Carolina de} Nore levine of ol b
Ambdlyomima asmericxanum Garrapata IFi e IFD I ste Central de Alabama Luckhan i of 1991
Ixodes dammini Gairapata IFl¢ IFD Lita Central de Alabama i uckhart #f al 199}
Ixodes scapuiaris Garapala e itD Este Cenital de Alabama Luckhart ef of 199 |
Amblyormme americanun Garrapala BSK e IH Texas Teltow ¢f ul 1991
Amblyomma macslatum Garrapata Sk e IF! Texas Leltow ¢4 af 1991
Ixgder scapularis Garapata BSK ¢ IF] Texas Teltow et af 1991
Clenocephalides felis v Pulga BSK ¢ IFi Texas Telaw ¢ «l 1901
Dermacentor varinbilis Ganrapata BSh e IFY Teaas eltow er ol 199}
Ixodes scapularis Garrapata ELISA ¢ IF! Oklahema Mukulve o) uf 1992
Exodes dummini Garrapata IF] Wisconsin Sharos er of 1942
Dermacentor variabilly Garrapata IFi Missoure s ot Lows Fer ¢t uf 1994
Arsbly na ameri Garrapata 1¥1 Missoun » St Loury Feir et ul 1994
Amblyomma americonum Gasrapata IFD [enas Rawiings & leliow 1994
Lxodes ricinus Crarrapata PCR Paris, Francia tichor ef wl 194¢



Lista de hospederos (Ferros) donde se ha detectado a Borretia burgdorfer:

TECNICA
N CIENTIFICO N.COMLY DE ESTUDIO LUGAR AUTOR ANO
Canis familiaris Peno 1F1 Connecucut Magnareth er cf 1984
Canis familiaris Perro 1t) Wisconsin Burpess 1986
Canis [amiliaris Perro 3] Carolina del Nome Greene ef o 10K
Canis familiaris Pemro 4] Texas Cohen er ol (R
Canis fanuliaris Perro 1l Balumore, Marvland Malloy ¢ uf 199
Canis familiaris Perro PCR Baltmore, Man land Malloy ¢t o/ R
Canis familiaris Pervo IF1 Oroville, Califonia Munsen e al 1990
Canis fomiliaris Femro W1 Price § nwand Island, Canada Arstsob v od [T
Canis famitiaris Pemo PCR Nuevo Leon, Mexico Salinas ¢1 of vy
Otros animales domestices v silvestres donde se ha detectado o Borrelia burgderferi
TECNIC A
N. CIENTIFICO N, COMLUN DE ESTLDIO LLGAR AUTOR AR0
Procypn lotor Mapache RSK Lyme v Haddam, Cunn Anderson af uf 1983
Peromyscus Leucopus Ratan patas blancas BSK 1 vme v Haddam, Cunn Andersen el of 1943
DOvis aries Bomego El IS4 Norwpa Fridnksdotur e o 1985
Equus caballus Caballo 1F1 Coanecticut v Massachusetts Marcus &f af 1985
Equus caballuy Cabalio iy ! Connetlicln 3 Massachusetts Magnarelh ef of 1958
v Sureste de Nueva York
Odocaileus virginianus Venado cola blanca [FY Prinee Ldward [sland. Canada Arstsob er af 1492
Ltsta de ¢stadios en humanos donde s& a detectado a Borrehia burgdorfers
TECNICA
N, CIENTIFICO N. COMI'N DE ESTL DIO LUGAR ALUTOR AR
Homo sapiens Humano BSK z IFI ¥ IFD Losig lsland v |2 Provinua Benach et uf 1981
Wesichester, N Y
Homa sapiens Humano BSk RMew York. Manhasser. NY Berger «f ol 1988
s Hamvhon, MT
Homo sapiens Humano BSK Texas Rawlings et o/ 1R T
Home sapiens Humano PCR Belgiva Debuce ¢t af 1941
Homo sapiens Humano PCR Alernama Kruger ez uf j
Hamo sapiens Humano PCR Augusta, Georgia Rabb ¢7 of 1992
Hoame saplens Humano el ISA Nueve Leon, Mexico Welsh e qf 14492
Homo saplens Humano PCR Nueve Leon, Méxiun Salinas ¢f uf 1998
Cepa de Borrello burgdorferi
== TECNICA
N. CIENTIFICO N. COMUN DE ESTL MO LLGAR ALTOR ARO
Borrelia burgdorferi Bacteria(espiroqueta)  PCR Alemania Kruger i uf 1991






