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Aislamiento y caracterización molecular de Borrelia burgdorferi sensu 
stricto en perros de Mexicali, Baja California, México. 

 
Resumen: La enfermedad de Lyme es la más frecuente de las transmitidas por 

garrapatas en el humano y en animales, principalmente por Ixodes scapularis e 

I. pacificus en Norteamérica, mientras que otras especies como R. sanguineus 

no se ha demostrado que la transmitan. Es una enfermedad zoonótica 

caracterizada por provocar trastornos polisistémicos. En un estudio realizado en 

la ciudad de Mexicali, Baja California, determinaron la seroprevalencia de ésta 

espiroqueta resultando 8.2% (95% I.C. 1.5-13.3%) en 94 perros. El objetivo de 

este estudio fue detectar ADN de B. burgdorferi sensu stricto utilizando la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciación, a partir 

de cultivo de tejidos de perros seropositivos a B. burgdorferi. Se analizaron 40 

sueros sanguíneos de perros para identificar los seropositivos. Las muestras de 

tejidos seropositivos se cultivaron con el medio BSK-H completo. El 100% de 

las garrapatas colectadas en los sujetos de estudio fueron identificadas como R. 

sanguineus. La secuencia de los productos de PCR mostró 100% de homología 

con B. burgdorferi sensu lato. Por otra parte, también se detectó una fracción 

del gen 16S rRNA de B. burgdorferi  sensu stricto. La secuencia de los 

productos de PCR mostró 99% de homología con B. burgdorferi sensu stricto. 

Es importante señalar que no está documentado que esta garrapata participe 

en la transmisión de esta enfermedad y considerando que esta zona es 

endémica de ésta, es necesario investigar su posible participación. 

Palabras claves: Borrelia burgdorferi, borreliosis, secuenciación, PCR , cultivo. 

 



Isolation and molecular characterization of Borrelia burgdorferi sensu 
stricto in dogs of Mexicali, Baja California, México. 

 
Abstract: Lyme disease is the most frequent transmitted by ticks in humans and 

animals, mainly by Ixodes scapularis and I. pacificus in North America, while 

other species such as R. sanguineus has not proved that they can transmit. It is 

a zoonotic disease characterized by cause polysystemic disorders. In a study in 

the city of Mexicali, Baja California identified the seroprevalence of this 

spirochete proving to be 8.2% (95% I.C. 1.5-13.3%) in 94 dogs. The aim of this 

study was detect DNA from B. burgdorferi sensu stricto using the polymerase 

chain reaction (PCR) and sequencing, from tissue culture of dogs seropositive 

for B. burgdorferi. Analyzed 40 sera blood dogs to identify the positives. The 

tissue samples of the dogs seropositive were cultivated with the BSK-H 

complete medium. The 100 per cent of the ticks collected in the subjects of 

study were identified as R. sanguineus. The sequence of the products of PCR 

obtained showed 100% homology with B. burgdorferi sensu lato. Moreover, also 

detected a fraction of the gene 16S rRNA of B. burgdorferi sensu stricto. The 

sequence of the products of PCR obtained showed 99 percent of homology with 

B. burgdorferi sensu stricto. It is important to note that is not documented that 

the tick participates in the transmission of this disease and considering that this 

area is endemic for this tick, it is necessary to investigate its possible 

participation. 

Keywords: Borrelia burgdorferi, borreliosis, sequencing, PCR , culture. 
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INTRODUCCIÓN 

Borreliosis es la enfermedad más frecuente de las transmitidas por 

garrapatas en el humano y en animales, principalmente por Ixodes scapularis e 

I. pacificus en Norteamérica (Green et al. 2000), mientras que otras, como R. 

sanguineus no se ha demostrado que la transmitan (Costa et al. 2002 y Walker 

et al. 1998). Es una enfermedad zoonótica caracterizada por provocar 

trastornos polisistémicos con poliartritis en varios animales, incluyendo 

roedores, ciervos, perros, gatos, vacas, caballos, reptiles, aves, y en el humano 

(Burgess et al. 1986, Magnarelli et al. 1987 y Steere et al. 1987).  

En la ciudad de Mexicali, Baja California, un estudio piloto determinó una 

seroprevalencia de 6.6% (2/30) de B. burgdorferi en perros con historia de 

epistaxis (Romano-Osuna et al., 1998). En otro estudio realizado en el otoño de 

2003, demostró que el 59.6% (56/94) de los perros estaban infestados con 

garrapatas, y el 100% de las garrapatas fueron R. sanguineus (Tinoco-Gracia 

et al., 2009b). Posteriormente en otro estudio, se determinó la seroprevalencia 

de esta espiroqueta resultando 8.2% (95% I.C. 1.5-13.3%) en 94 perros 

analizados (Tinoco-Gracia et al., 2007). 

 Considerando las evidencias serológicas de esta bacteria en perros y 

que  R. sanguineus es endémica en esta región, es necesario confirmar la 

presencia  de B. burgdorferi e investigar la posible participación de ésta 

garrapata en la transmisión de borreliosis. 



En base a lo anterior se planteó el siguiente objetivo: Detectar ADN 

de B. burgdorferi sensu stricto utilizando la técnica de reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR) y secuenciación, a partir de cultivo de tejidos de 

perros seropositivos a B. burgdorferi de Mexicali, Baja California. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



REVISIÓN DE LITERATURA 

Definición de Borreliosis 

La enfermedad de Lyme o borreliosis es causada por Borrelia 

burgdorferi, la cual es una bacteria patógena zoonótica que infecta un rango 

muy amplio de especies de vertebrados, que involucra diversos mamíferos y 

aves (Hanincová et al., 2006). La mayoría de estas espiroquetas miden de 20 a 

30µ de largo por 0.2 a 0.3µ de ancho y tiene de 7 a 11 flagelos (Barbour y 

Hayes, 1986; Greene et al., 2000). 

La borreliosis fue descrita por primera vez en la comunidad de Lyme, 

Connecticut, E.U.A, en 1972 (Steere et al., 1977). Willy Burgdorfer en 1982 

aisló por primera vez el agente etiológico de esta enfermedad. (Burgdorfer, 

1984; Dunlop y Williams, 1996; Manley, 1996). Existen antecedentes en Europa 

que datan desde 1910 por el dermatólogo sueco Arvid Afzelius (Afzelius, 1910). 

Posteriormente, aproximadamente 12 años después, 2 médicos franceses 

reportaron una enfermedad que afectaba la piel y otros órganos, causando 

parálisis y que al parecer era provocada por morderuras de garrapatas (Garin y 

Bujadoux, 1922). 

En 1983, se demostró que este microorganismo era una nueva especie 

de espiroqueta del género Borrelia y propone el nombre de Borrelia burgdorferi 

en honor a su descubridor Willy Burgdorfer (Johnson et al., 1984). 

 

 

 



Métodos de diagnóstico 

Actualmente se reconocen numerosas técnicas de diagnóstico para 

borreliosis que van desde cultivos, serológicas como ELISA, IFA, Western blot, 

moleculares como PCR y secuenciación, que nos permiten hacer el diagnóstico 

tanto en los vectores como en los hospedadores de la enfermedad. 

Cultivo: El cultivo de B. burgdorferi puede hacerse a partir de garrapatas 

infectadas con esta espiroqueta. Las garrapatas son desinfectadas con varios 

pasajes de 2 minutos en 2-propanol y 70% de etanol, seriadamente bañadas en 

fosfato amortiguado salino y el medio Barbour-Stoenner-Kelly II (BSK-II), y 

puestas en BSK-II fresco, donde los especímenes son abiertos con agujas. La 

suspensión se pasa a través de una jeringa con filtro (µStar 0.45-µm-tamaño del 

poro; Corning Inc., Corning, N.Y ) a un tubo de cultivo de 5 ml conteniendo 

4.5 ml de BSK suplementado con suero de conejo al 6% o directamente 

agregarlo sin filtración al tubo BSK suplementado con 0.4 µg de ciprofloxacina 

por ml y 40 µg de rifampicina por ml. El segundo medio a utilizar, con la 

suspensión no filtrada se compone de BSK suplementado con 8 µg de 

kanamicina por ml y 230 µg de 5-fluorouracil por ml. Se hacen pasajes ciegos 

hechos siempre a 24-48 horas de inoculación para evitar una posible toxicidad 

de detritos de garrapata y para prevenir algún efecto adverso de los antibióticos 

en el crecimiento de las espiroquetas. Los cultivos se examinan mediante 

microscopía de campo obscuro (Escudero, 2000).  

Coulter et al. (2005) realizaron un estudio de cohorte en pacientes con 

diagnóstico sospechoso de enfermedad de Lyme, utilizando cultivo de sangre y 

biopsia de piel, PCR y serología. De un total de 86 pacientes, 30 (35%) 



resultaron positivos al cultivo, mientras que solo 15 (18%) fueron seropositivos. 

Identificaron 4 pacientes que no fueron seropositivos y tampoco cultivo 

positivos. A través de 40 laboratorios donde se diagnosticaron pacientes como 

positivos, alcanzaron una sensibilidad del 100% cuando se utilizó a la par en el 

diagnóstico, PCR de piel, cultivo y serología, sin embargo las pruebas 

serológicas aunadas a el PCR de piel  alcanzaron una sensibilidad del 92%. 

Concluyeron que a pesar de que el cultivo es un diagnóstico definitivo y tiene 

una alta sensibilidad, se requiere de al menos 3.5 semanas  para obtener un 

resultado. La combinación de serología realizada en fase aguda y el PCR de 

piel alcanzaron una sensibilidad del 75%, dando una alternativa práctica y 

rápida para confirmar el diagnóstico de pacientes con signos clínicos 

sospechosos. La batería completa de pruebas puede ser muy útil para 

pacientes con signos clínicos confusos o para proveer un diagnóstico con un 

fuerte respaldo para estudios clínicos de la enfermedad de Lyme. 

 Inmunofluorescencia (IFA): Esta es una de las técnicas más utilizadas 

para la detección de infecciones transmitidas por garrapata. IFA utiliza un 

protocolo de dilución por lo que una muestra es probada a varias diluciones. La 

mayoría de los laboratorios toman como referencia la primera dilución a 1 parte 

de suero de perro por 80 de diluyente. La muestra es diluida hasta que se 

vuelva negativa y se reporta como la ultima dilución a la cual la muestra fue 

positiva. Típicamente las placas de IFA son hechas de células infectadas de 

cultivos y cuando estas células son adheridas al cristal de las placas, se 

vuelven permeables, exponiendo así sus antígenos tanto internos como 

externos. Esta exposición de antígenos es la que permite que los anticuerpos 



se unan cuando la muestra es introducida a la placa. Como hay un amplio 

rango de antígenos que permiten esta unión con los anticuerpos, la sensibilidad 

de esta prueba es muy buena. Incluso en respuestas inmunes tempranas, 

donde los niveles de anticuerpos son muy bajos, el efecto aditivo de estos 

anticuerpos diversifica anticuerpos que pueden dar un resultado positivo. El 

gran número de antígenos expuestos sobre la placa de IFA puede dar 

resultados falsos positivos, ya que esos antígenos pueden no ser los únicos 

para el organismo que se busca. Por ejemplo un resultado positivo por IFA para 

Borrelia burgdorferi puede ser el resultado de detectar anticuerpos producidos 

por otra especie de Borrelia (Lorentzen, 2007). 

 Jovičić  et al. (2003), realizaron un estudio comparativo de 4 pruebas 

para el serodiagnóstico de la enfermedad de Lyme. Las pruebas incluían un 

análisis de inmunofluorescencia basado en Borrelia burgdorferi sensu stricto, un 

ensayo de ELISA basado en aislados de B. afzelii y B. burgdorferi s.s. y un 

ensayo de inmunoblot (IB) basado en B. afzelii. El panel de sueros incluía un 

total de 214 muestras, 120 pertenecientes al grupo control y 94 de pacientes en 

distintos estadíos de la enfermedad. La especificidad para el ensayo de IB fue 

de 96%, ELISA 93% e IFA 89%. En estadíos tempranos de la enfermedad 

obtuvieron una sensibilidad para IFA de 36%, ELISA 67% y 94% para IB. En 

estadíos tardíos la sensibilidad fue de: 72% IFA, 80% ELISA y 94% para IB. 

Concluyeron que la sensibilidad del diagnóstico aumenta utilizando cepas de la 

región como B. afzelii. 

 



 ELISA: Este análisis se realiza con preparaciones de células completas o 

antígenos recombinantes simples para la detección y precisa medición de  

anticuerpos. El análisis es leído por una máquina y por lo tanto la subjetividad 

humana es eliminada. Comúnmente ELISA es corrida en placas con 96 pocillos, 

esto permite al laboratorio incluir suficiente suero control y un gran número de 

muestras al mismo tiempo en un solo análisis. La reacción cruzada de 

anticuerpos influencía la especificidad de la prueba. En este contexto un punto 

de corte bajo del ensayo aseguraría una sensibilidad relativa aunque con una 

pobre especificidad. Muchos falsos positivos van a dar como resultado debido a 

la poca especificidad y a la reacción cruzada. Por otra parte, si se escoge  un 

punto de corte alto, la prueba se vuelve más especifica pero a expensas de la 

sensibilidad. Además si no se hace ningún arreglo a ELISA, esta no diferencia 

entre animales infectados y vacunados. En consecuencia, esta prueba de 

segunda generación no debe ser utilizada como única para la detección de B. 

burgdorferi (Straubinger, 2006). 

La evaluación serológica para el diagnóstico de la enfermedad de Lyme 

no es precisa por varios factores, que incluyen una alta prevalencia de perros 

clínicamente sanos que resultan como seropositivos, la persistencia de 

anticuerpos, y la introducción de vacunas que inducen anticuerpos detectables 

por ensayos de inmunofluorescencia, análisis de ELISA a base de células 

completas y Western blot. Por lo tanto evaluaron la utilidad de un paquete Snap 

3DX para la detección simultanea de anticuerpos de B. burgdorferi y Ehrlichia 

canis, y para antígenos de Dirofilaria immitis, se evaluó su habilidad para 

detectar exposición de B. burdogferi en animales vacunados y no vacunados de 



un área con alta incidencia de la enfermedad de lyme. Esta prueba es una 

ELISA que utiliza un péptido sintético C6. Se encontró que este kit es muy útil 

en áreas donde la enfermedad de Lyme es endémica porque puede ser usado 

confiablemente en las clínicas para determinar el estatus de infección de los 

perros sin importar la historia clínica en cuanto a vacunación (Levys et al., 

2002). 

 Goossens et al. (2001) tomaron 440 muestras de suero humano de 

cazadores y 448 de sus perros y otras 53 de cazadores que no tenían perro, 

para determinar si los perros son un centinela para la enfermedad de Lyme en 

humanos. Las muestras fueron analizadas por ELISA esperando encontrar 

anticuerpos para B. burgdorferi. Se encontró una seroprevalencia de 18% en los 

perros, y en el mismo orden de un 17% para sus dueños. Con esto demostraron 

que un perro seropositivo no es un indicativo de riesgo para la enfermedad de 

Lyme en su dueño. 

Martínez et al. (1999) recolectaron 350 muestras de venado cola blanca 

(Odocoileus virginianus texanus) con el objetivo de determinar la prevalencia de 

anticuerpos contra 5 enfermedades infecciosas transmisibles. El método de 

ELISA fue utilizado para determinar anticuerpos contra B. burgdorferi. De las 

125 muestras que tomaron, el 6% (7 muestras) resultaron positivas y fueron 

confirmadas por el método de Western blot.  Con esto se determinó que los 

venados son hospedadores finales de la garrapata Ixodes scapularis, usan al 

venado solo como hospedadores cuando estas se encuentran en estadios 

adultos, raramente transmiten la infección tranversalmente. Esto significa que el 

principal papel epidemiológico del venado en la transmisión de la enfermedad 



de Lyme es solo la de mantener al vector. Este es el primer reporte que indica 

la presencia de esta bacteria en el venado en México. 

El rol de la garrapata Ixodes pacificus contra el de otros vectores 

potenciales en la epidemiología de la enfermedad de Lyme, fue evaluado por la 

determinación de la prevalencia de la saliva antiartrópodo anticuerpo (AASA) de 

una muestra de 104 residentes de una comunidad de alto riesgo. El suero de 50 

y 51 residentes fueron utilizados como grupos comparativos. Se prepararon 

muestras con extractos de glándulas salivales de I. Pacificus, la garrapata de la 

costa del Pacifico (Dermacentor occidentalis ),la chinche besucona (Triatoma 

protacta) y el mosquito (Aedes sierrensis) fueron analizados por ELISA. Para 

comprobar la presencia de ADN de B. burgdorferi, las muestras se analizaron 

por PCR. Los rangos de prevalencia encontrados fueron de 2% para A. 

sierrensis al 79% para I. Pacificus en individuos del estudio, 0% para D. 

occidentalis al 36% para I. pacificus y 6% para I. pacificus al 24% para A. 

sierrensis. La asociación entre AASA y los factores demográficos son un factor 

potencial de riesgo en la enfermedad de Lyme y los seropositivos para B. 

burgdorferi fueron 85 miembros de la comunidad de alto riesgo. Estos hallazgos 

reafirman la creencia de que I. pacificus es el principal vector de la enfermedad 

de Lyme, y que el AASA es una herramienta epidemiológica muy útil en 

infecciones causadas por garrapatas (Lane et al., 1999). 

Gomes-Solecki et al. (2002) desarrollaron un nuevo método de ELISA, 

utilizando proteínas quiméricas recombinantes de Borrelia desprovistas de 

OspA (proteína de superficie) que puede ser usada para detectar anticuerpos 

para el diagnóstico de antígenos de B.burgdorferi en individuos vacunados y no 



vacunados con la vacuna OspA. Este método fue comparado con dos pruebas 

comerciales que utilizan toda la célula completa. El rNon-OspA resulto ser tan 

sensible y específico como las pruebas comerciales (P>0.05). Además este 

método puede diferenciar entre poblaciones que comprenden las infectadas 

naturalmente y las vacunadas con la vacuna OspA (P<0.05). Los datos de este 

estudio demuestran que la ELISA rNon-OspA puede ser utilizada en los 

laboratorios para la detección de anticuerpos de B. burgdorferi a pesar de su 

estado de vacunación y reemplazar a los ensayos serológicos existentes para el 

diagnóstico de la enfermedad de Lyme. 

En la ciudad de Mexicali, Baja California, un estudio piloto determinó una 

prevalencia de 6.6% (2/30) de B. burgdorferi en perros con historia de epistaxis, 

diagnosticados mediante ELISA con el kit INDX Canine Multi-Test Dip-S-Ticks® 

PanBio, con una sensibilidad de 94.8% y especificidad del 100% (Romano et al. 

1998).  

En esta misma ciudad, un estudio piloto realizado en el otoño de 2003, 

demostró que el 59.6% (56/94) de los perros estaban infestados con 

garrapatas, y el 100% de las garrapatas fueron R. sanguineus (Tinoco et al. 

2009). Colateral a este estudio, se determinó la seroprevalencia de esta 

espiroqueta con Borrelia burgdorferi ELISA© Helica Biosystems, Inc., resultando 

8.2% (95% I.C. 1.5-13.3%) en 94 perros analizados, con una sensibilidad de 

96% y una especificidad de 95% (Tinoco et al. 2007). 

 Western blot: Esta técnica es usada para la detección y precisa 

identificación de anticuerpos o antígenos, utilizando preparaciones con células 

completas o con antígenos recombinantes. En contraste con IFA y ELISA, los 



antígenos son separados de acuerdo a su tamaño en geles especiales de 

poliacrilamida y después son transferidos a unas membranas de nailon o 

nitrocelulosa antes de la detección con anticuerpos. Una reacción de color al 

final del análisis da como resultado un patrón de bandas que permite al 

examinador diferenciar entre específicos y no específicos, reacción cruzada y 

más tarde ayuda a hacer la distinción entre animales infectados, animales 

vacunados y animales que muestran la infección y vacunación al mismo tiempo. 

El tiempo y el trabajo intensivo de este protocolo unido a los altos costos, son 

las mayores desventajas de esta prueba. Por lo tanto, Western blot es utilizado 

solo para confirmación y diferenciación (Straubinger, 2006). 

Magnarelli et al. (2001) realizaron un estudio para ver la reactividad de 

suero de perro a células enteras o antígenos recombinantes de B. burgdorferi 

por medio de  ELISA y Western blot. Las muestras fueron de 36 perros no 

vacunados con las células enteras y 5 vacunados con la célula entera de este 

agente. Todos los animales vivían en zonas de alta incidencia de garrapatas. 

Las 36 muestras resultaron positivas en la prueba de ELISA. La reactividad del 

suero con análisis mediante antígenos recombinantes resultó menos frecuente, 

los anticuerpos de dos o más antígenos específicos fue detectado en 32 de los 

sueros (89%). Dieciséis muestras de perros no vacunados con células enteras y 

que dieron positivos para la ELISA, fueron analizados por Western blot para 

obtener patrones de bandas y corroborar los resultados de ELISA. Los 16 

sueros fueron positivos. Western blot es la prueba más recomendada para el 

análisis de suero de perro y es aceptable como una alternativa para 

diagnosticar la borreliosis. 



 Goldstein et al. (2007) compararon la prueba Western blot con ELISA 

para la detección de B. burgdorferi  en perros asintomáticos de raza Labrador y 

Cobrador de Labrador, y su asociación con la presencia de microalbuminuria. 

Se analizaron muestras de sangre y orina de 268 perros. Se obtuvo un 18.7% 

de positivos a la exposición de B. burgdorferi por la prueba de ELISA, un 21.2% 

de expuestos naturalmente y un 11.5% para anticuerpos vacunales por Western 

blot. El rango de concordancia de ambas pruebas fue de 93% para los 

expuestos naturalmente. Este estudio confirma también que ELISA no detecta 

anticuerpos vacunales como lo hace la prueba de Western blot.  

 Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR): Es el avance más 

reciente en cuanto a diagnóstico de enfermedades transmitidas por garrapatas. 

A diferencia de otras pruebas serológicas, PCR busca la presencia del 

organismo y no la respuesta inmune de anticuerpos. Esto se traduce en 

identificar la infección contra, en la mayoría de los casos, la exposición. Esta 

prueba es usada para detectar el ADN, y en algunos casos el ARN, mediante la 

amplificación de varias copias de un fragmento específico de un gen por medio 

de una muestra sanguínea o de tejido donde la cantidad de ese gen es 

pequeña. La muestra es preparada con agentes que lo dejan listo para la 

amplificación del ADN. Los cebadores, que son fragmentos de oligonucleótidos 

complementarios al segmento del gen que se va a amplificar, son adicionados a 

la reacción de PCR. Cuando los cebadores se unen al segmento de ADN 

complementario, la enzima taq polimerasa extiende la secuencia de nucleótidos 

en orden para hacer una copia de ese gen específico. El proceso se repite 



varias veces para hacer un número basto de copias de ese gen. Ahora se tiene 

un gran número de ADN para proceder a ser identificado (Lorentzen, 2007). 

Recientemente las espiroquetas son referidas en conjunto a la especie 

Borrelia miyamotoi sensu lato, las cuales fueron descubiertas en la garrapata 

Ixodes scapularis en Estados Unidos e I. ricinus en Europa. Encontrar B. 

miyamotoi en esta variedad de garrapatas complica la interpretación 

epidemiológica de los estudios de la enfermedad de Lyme y otras 

enfermedades transmitidas por Ixodes. La mayoría de estos microorganismos 

son difíciles de cultivar o pobremente cultivables, es preferible un método de 

amplificación de ADN como el PCR (Bunikis et al., 2004). 

El cultivo de las espiroquetas de tejido de mamífero es el que mejor 

evidencia la infección activa. La detección del ADN por PCR de B. burgdorferi 

es también de mucha ayuda. Sin embargo, el cultivo es muy caro y el PCR se 

puede ver limitado por la contaminación o por el efecto inhibitorio como el de la 

hemoglobina (Magnarelli et al., 2001). 

Santino et al. (2008) mencionan que los análisis serológicos son la 

principal herramienta diagnóstica para la enfermedad de Lyme. Recientemente 

la técnica de PCR ha sido aplicada para el diagnóstico de B. burgdorferi s.l. 

pero hasta ahora no ha sido descrito un método confiable, fácil y sensible. 

Debido a esto, desarrollaron un método de PCR basado en la detección tanto 

de B.burgdorferi s.l. como el ADN de genoespecies de Borrelia. El estudio 

incluyó 265 muestras sanguíneas de pacientes, el 7.5% resulto positivo, 1.9% 

sospechoso y el 90.6% fue negativo por Western blot e IFA. Por PCR resultaron 



positivos también los mismos que por serología y dos de los sospechosos. El 

nuevo protocolo puede ser considerado como confiable y sensible. 

Bauerfeind et al. (1998) compararon el método de PCR anidado con un 

cultivo in vitro para la detección de B. burgdorferi en muestras de orina de perro. 

Se analizaron 216 perros, los cuales resultaron negativos para cultivo y también 

por microscopia de campo obscuro. En contraste, el ADN de esta bacteria fue 

encontrado en 32 muestras mediante PCR. Los resultados demuestran que el 

PCR anidado basado en el gen de flagelina es un procedimiento altamente 

sensible para el diagnóstico de borreliosis en perros. 

Speck et al. (2007) tomaron un total de 302 muestras de sangre de perro. 

El grupo A era de perros con signos clínicos sugestivos a borreliosis, el grupo B 

de perros sanos y el grupo C de perros con signos o lesiones que posiblemente 

se podrían asociar con borreliosis. El 21% del grupo A, 7% del B y 6% del grupo 

C fueron positivos por pruebas serológicas contra anticuerpos de B. burgdorferi 

s.l. La seroprevalencia entre los tres grupos fue significativamente diferente. 

Ninguna de las pruebas correspondientes fue positiva por análisis de PCR y 

cultivo. Este estudio afirma que un diagnóstico definitivo de borreliosis canina 

no puede ser dado únicamente por síntomas clínicos y serología en una simple 

consulta. 

Dietrich et al. (2008) analizaron la córnea de un hombre de 67 años con 

historial médico de iridociclitis y artritis con progresión bilateral, queropatía 

cristalina asimétrica con mayor pronunciación en el extremo temporal superior 

de la cornea. La muestra fue analizada por luz y por microscopia electrónica así 

como por PCR. Se detectaron fragmentos y cuerpos espiroquetales. ADN de 



Borrelia burgdorferi s.l. fue detectada utilizando el gen 16S rDNA. Los análisis 

serológicos específicos para Borrelia mostraron bajos títulos por IFA y muy 

pobre reacción por Western blot. Los análisis serológicos pueden arrojar falsos 

negativos. Las muestras de córnea deben ser analizadas por microscopia 

electrónica o PCR.  

En otro estudio se comparó la sensibilidad de dos tipos de PCR y cultivo 

para la detección de Borrelia spp. en muestras de piel de 150 pacientes que 

presentaban eritema migrante. B. burgdorferi fue aislada de 73 de las 150 

biopsias. Utilizando un PCR anidado con una región blanco rrf-rrl y un PCR 

basado en el gen de flagelina, 107(71%) y 36 (24%) respectivamente fueron 

positivas. Con ambos PCR los que resultaron positivos fueron más 

frecuentemente en cultivos positivos que en cultivos negativos. El PCR anidado 

mostró tener mayor sensibilidad (Cerar et al., 2008). 

 Cleary y Theis (1999) realizaron una investigación epizootiológica para 

identificar una nueva cepa de Borrelia hermsii. El análisis se realizo mediante 

PCR. Se tomaron 211 garrapatas Ornithodoros hermsii y 180 muestras de 

ratones. Solo 6 de las 211 garrapatas resultaron positivas. La secuencia única 

de ADN encontrada en la región amplificada de Borrelia, revela que se trata de 

una nueva cepa de B. hermsii. 

Gil et al. (2005) identificaron una nueva especie de Borrelia presente en 

pequeños mamíferos, los cuales son principales portadores de esta bacteria 

causante de la enfermedad de lyme. Los rangos de infestación encontrados con 

esta nueva especie fueron del 8.5 al 12% mediante PCR. Concluyendo con esto 

que los nucleótidos encontrados en la secuencia  de 16S rRNA, les permitió 



diseñar un método de diagnóstico que puede ser útil en la determinación de la 

distribución actual de este agente. 

Foley et al. (2005), realizaron un estudio con coyotes de la parte Norte y 

Costa de California, para determinar la epidemiología de la garrapata I. 

pacificus, la cual es el principal vector de transmisión de Anaplasma 

phagocitophylum. y B. burgdorferi. Se utilizaron dos métodos para detectar 

ambas bacterias, PCR e Inmunoflorescencia. Para el PCR,  se utilizaron 

muestras sanguíneas y de tejido de riñón utilizando el kit Dneasy, Quiagen Va. 

Los resultados de PCR fueron negativos en todas las muestras de sangre y 

tejido. Por inmunufluorescencia se encontró una seroprevalencia de 39.5% para 

B. burgdorferi y de 18.9% para A. phagocitophylum. En contraste con el PCR, la 

inmunofluorescencia resultó ser un método más sensible para evaluar coyotes 

expuestos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



MATERIALES Y MÉTODOS 

Este trabajo incluyó el análisis molecular por PCR y secuenciación de 

ADN extraído del cultivo de tejidos de perros seropositivos a Borrelia burgdorferi 

de la zona urbana de Mexicali, Baja California. La duración del estudio fue de 8 

meses, a partir de septiembre de 2009. Los análisis de las muestras y el cultivo 

se realizaron en el Laboratorio de Salud Pública Veterinaria del Instituto de 

Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autónoma de Baja 

California, México. 

Colección e identificación de garrapatas 

La colecta de las garrapatas se realizó siguiendo los procedimientos 

previamente descritos (Farley, 1996; Lyon y Restifo, 2000), en tubos 

recolectores estériles de 10 ml con tapadera hermética y éstas se conservaron 

a -20°C hasta realizar su identificación taxonómica bajo observación 

estereoscópica (Quiroz, 1999). 

Análisis serológico 

Se analizaron 40 sueros sanguíneos de perros para identificar los 

seropositivos a borreliosis, los cuales fueron capturados por el personal del 

Centro Municipal de Control Animal de Mexicali.  

Las muestras de sangre fueron obtenidas por personal calificado. A cada 

perro se le colectaron 3 ml de sangre por punción de la vena cefálica después 

de la asepsia del área con alcohol isopropílico y colocados en tubos 

Vacutainer de 3 ml sin EDTA. Después de identificadas todas la muestras 

fueron centrifugadas a 3500 RPM por 10 minutos para separar el suero del 



coágulo. El suero fue transferido a viales de plástico de 1.5 ml con tapa, 

identificados y almacenados a –20°C hasta el momento de realizar la prueba 

serológica. 

Se utilizó el kit semicuantitativo de Borrelia burgdorferi ELISA® Helica 

Biosystems, Inc., que detecta IgG canino con una sensibilidad y especificidad 

de 95.8 y 94.7%, respectivamente; esta prueba utiliza como antígenos extractos 

de la bacteria entera de tres diferentes especies, B. burgdorferi, B. afzelli y B. 

garinii. La densidad óptica (DO) fue determinada a 450 nm. Se consideraron 

como casos positivos a los perros con muestras serológicas con DO ≥ 0.3, de 

acuerdo al protocolo del fabricante. Los perros seropositivos fueron 

eutanasiados y se les práctico necropsia para obtener las muestras de tejido. 

Cultivo 

 Las muestras de tejidos de los perros seropositivos se cultivaron con el 

medio BSK-H completo y fueron observadas en un microscopio de campo 

obscuro cada semana. El cultivo consistió en colocar de cada perro, una 

muestra de vejiga urinaria con una superficie de 25 mm2 y una muestra de 

membrana sinovial de la misma medida individualmente en un tubo de 4 ml de 

capacidad, conteniendo 3 ml de medio de cultivo. 

El medio de cultivo utilizado fue BSK-H con el 6% de suero de conejo, 

6% de gelatina y la adición de los antibióticos, rifampicina (100mg/L), 

fosfomicina (50mg/L) y anfotericina B (2.5mg/L). Posteriormente se procedió a 

realizar un  subcultivo, colocando 250 µL del tubo 8 a un tubo con medio BSK-

H, completando 3 ml por tubo (Pollack et al., 1993).  

 



Caracterización molecular 

Todas las extracciones de ADN, tanto de garrapatas de los perros 

muestreados, de vejiga de los perros seropositivos, así como del cultivo positivo 

de vejiga, se realizaron utilizando el kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen, 

Valencia, California, E.U.) siguiendo las instrucciones del fabricante. 

El diagnóstico molecular de B. burgdorferi se llevó a cabo aplicando la 

técnica de PCR (Thomas et al., 2001) con el kit GoTaq® Hot Start Green Master 

Mix (PROMEGA, Madison, Wisconsin, E.U.), se utilizaron como blanco dos 

genes, uno codificante de la flagelina (fla) de la bacteria y el otro de 16S rRNA; 

el primero para distinguir Borrelia burgdorferi sensu lato y el segundo para 

Borrelia burgdorferi sensu stricto. El producto de PCR de fla tiene un tamaño de 

256 pares de bases (pb) con los siguientes iniciadores: FLA 107 

(5’TTAATCGAGCTTCTGATGATGCTGC3’) y FLA 335 

(5’ATTTCGTCTGTAAGTTGCTCTATTTCAA3’) (Germer et al., 1999) y el 

producto de PCR de 16S rRNA tiene un tamaño de 574 pb con los siguientes 

iniciadores: BB+ (5´GGGATGTAGCAATACATTC3’) y BB- 

(5´ATATAGTTTCCAACATAGG3’) (Marconi y Garon, 1992). 

 Las condiciones de la reacción de PCR para fla fueron: calentamiento a 

95°C por 5 min, seguido por 45 ciclos de desnaturalización a 94°C por 45 s, 

hibridación a 55°C por 45 s y extensión a 72°C por 1 min. Después se hizo una 

extensión adicional a 72°C por 7 min. Para 16S rRNA, se requirió realizar un 

PCR anidado, iniciando con un calentamiento a 95°C por 5 min, seguido por 40 

ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 s, hibridación a 53°C por 1 min y 

extensión a 72°C por 1 min. Después una extensión adicional a 72°C por 2 min. 



 El PCR anidado fue con un calentamiento a 95°C por 5 min, seguido por 

45 ciclos de desnaturalización a 95°C por 30 s, hibridación a 55°C por 2 min y 

extensión a 72°C por 30 s. Después una extensión adicional a 72°C por 7 min. 

 La electroforesis se llevó a cabo en geles de agarosa al 1.5%, colocando 

15µl de productos de PCR en cada carril. Se tomó como control positivo al ADN 

bacteriano del cultivo sonicado de B. burgdorferi N40 amablemente patrocinado 

por Dr. Javier Vinasco y Dr. Manuel Moro de la Universidad de Kansas State. 

Como control negativo se utilizó agua. 

 Para prevenir la contaminación de las muestras, la extracción del ADN, la 

amplificación y la detección de productos de PCR fueron realizados en 

diferentes áreas de laboratorio (Chang et al., 2000). 

 Los productos de PCR fueron enviados a secuenciar y la alineación de 

las secuencias obtenidas se llevó a cabo con el programa BLAST. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

El 100% de las garrapatas colectadas en los sujetos de estudio fueron 

identificadas por su morfología como R. sanguineus.  

De los 40 sueros analizados, 4 (10%) resultaron positivos a B. 

burgdorferi por ELISA y a éstos se les obtuvo muestra de vejiga, membrana y 

líquido sinovial para realizar el cultivo. 

Una de las muestras de garrapatas y en otra de vejiga de perros 

seropositivos mostraron en el diagnóstico molecular, la banda correspondiente 

al producto de PCR del gen fla de B. burgdorferi sensu lato (Figura 1-A). En uno 

de los tubos de cultivo con muestra de tejido vesical, se observó crecimiento 

bacteriano de B. burgdorferi, éste fue evidente 86 días después de la siembra, 

del cual se realizó un subcultivo que manifestó crecimiento de esta espiroqueta 

21 días después. En el cultivo se detectó por PCR una fracción del gen fla de B. 

burgdorferi sensu lato (Figura 1-B). La secuencia de los productos de PCR 

obtenidos mostró 100% de homología con B. burgdorferi sensu lato (número de 

acceso AF416447.1 del Genbank). Por otra parte, también se detectó una 

fracción del gen 16S rRNA de B. burgdorferi  sensu stricto (Figura 1-C). La 

secuencia de los productos de PCR obtenidos mostró 99% de homología con B. 

burgdorferi sensu stricto (número de acceso AE000783.1 del Genbank). 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Análisis de la electroforesis en gel de productos de PCR para B. 
burgdorferi de tejidos,  garrapatas y cultivo de vejiga de perros seropositivos a 
borreliosis.  
 
(A) PCR de fla para B. burgdorferi sensu lato. M) Marcador BioLader 100, 
carriles 1-3) ADN de garrapatas R. sanguineus de diferentes perros, carriles 4-
6) ADN de muestras de vejiga de diferentes perros, P) Control positivo, N) 
Control negativo y M) Marcador BioLadder 100. 
 
(B) PCR de fla para B. burgdorferi sensu lato. M) Marcador Ladder II, 1) ADN 
del cultivo de vejiga, P) Control positivo y N) Control negativo.  
 
(C) PCR de 16S rRNA para B. burgdorferi sensu stricto. M) Marcador Ladder II, 
1) ADN del cultivo de vejiga y N) Control negativo. 
 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.- Cromatograma de la secuenciación de 16S rRNA de B. burgdorferi 
del cultivo de vejiga de un perro seropositivo de la ciudad de Mexicali, B.C., 
México, mostrando 99% de homología con B. burgdorferi sensu stricto (número 
de acceso AE000783.1 del Genbank). 

 

En  Mexicali, trabajos previos, solo habían detectado evidencia 

serológica de B. burdorferi  (Tinoco-Gracia et al., 2009a; Tinoco-Gracia et al., 

2008), y ahora las evidencias de cultivo y biomoleculares en este trabajo 

confirman por primera vez la existencia de B. burgdorferi sensu stricto en perros 

y en garrapatas R. sanguineus de la ciudad. Además, en los perros de esta 

región sólo se han encontrado únicamente garrapatas R. sanguineus (Tinoco-

Gracia et al., 2008; Tinoco-Gracia et al., 2009b), lo que sugiere que éstas 

podrían participar en la transmisión de borreliosis en perros, aunque no se han 

reportado como un vector importante de B. burgdorferi en otras regiones del 

mundo, incluso algunos autores indican que no participan en la transmisión 

(Baptista et al., 2004; Bouattour et al., 1999; Costa et al., 2002; Chao et al., 



2009; Filippova, 1990; Luckhart et al., 1991; Merino et al., 2005; Miserez et al., 

1990; Nebreda Mayoral et al., 2004; Nijhof et al., 2007; Toledo et al., 2009; 

Walker et al., 1998). Publicaciones recientes indican que existen receptores que 

permiten la colonización de B. burgdorferi en I. scapularis (Pal et al., 2004), los 

cuales no se han encontrado en R. sanguineus, esto sugiere que si éstas 

participan en la transmisión probablemente se trate de una mutación de éste 

vector o de la borrelia, o que éstos posean un tipo de receptor diferente que 

permita la colonización de dicha bacteria (De la Fuente et al., 2008a; De la 

Fuente et al., 2008b; Pal et al., 2004; Revel et al., 2005). 

 En Mexicali, B.C., (Quintero et al., 2004) y en Cuernavaca, Morelos, 

México (Cruz-Vazquez y García-Vazquez, 1999), así como en Brasil (Szabo et 

al., 2001), se ha demostrado que la garrapata R. sanguineus, puede ser la 

única especie que parasite a los perros en una misma ciudad, y que ésta es una 

especie potencialmente capaz de transmitir enfermedades zoonóticas, tales 

como erliquiosis y riquetsiosis (Marquez-Jímenez et al., 2005; Merino et al., 

2005), y posiblemente borreliosis tal como lo sugieren los resultados del 

presente estudio, aunque no exista en la región un vector conocido, como lo es 

I. scapularis. Además, existe el riesgo zoonótico, considerando que R. 

sanguineus está relacionado con casos de mordedura en humanos (Carpenter 

et al., 1990; Dantas-Torres et al., 2006; Quintero et al., 2004), afectando hasta 

500 personas por cada 100,000 como sucede en Italia, de las cuales el 10% 

son atribuidas a R. sanguineus (Manfredi et al., 1999).  

  



 La presencia de B. burgdorferi en perros y garrapatas R. sanguineus, es 

un dato importante a considerar en la implementación de medidas preventivas y 

terapéuticas contra borreliosis por los médicos veterinarios, médicos y demás 

profesionales de la salud pública, ya que los resultados de este trabajo sugieren 

que es posible la infección de borreliosis en regiones donde no se encuentren 

los vectores comunes como  los son la garrapata I. scapularis e I. pacificus 

(Barbour y Hayes, 1986; Greene et al., 2000; Magnarelli et al., 1987), sino R. 

sanguineus. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



CONCLUSIONES 

Con el análisis de los resultados anteriormente descritos se concluye que 

la colección e identificación de garrapatas procedentes de perros de la ciudad 

de Mexicali, ha revelado la existencia una única especie, Rhipicephalus 

sanguineus. , la cual no ha sido reconocida como el principal vector de la 

borreliosis o enfermedad de Lyme. Además en este trabajo se confirma por 

primera vez la existencia de B. burgdorferi sensu stricto en perros, mediante 

cultivo y diagnóstico biomolecular, y en garrapatas R. sanguineus, la existencia 

de al menos B. burgdorferi sensu lato. Por lo tanto, es posible que las 

garrapatas R. sanguineus podrían participar en la transmisión de borreliosis en 

perros. Por otra parte, la presencia de B. burgdorferi en perros y en garrapatas 

R. sanguineus, es importante a considerar para la implementación de medidas 

preventivas y terapéuticas contra borreliosis en esta región y en donde 

predomine R. sanguineus, aunque no exista  el vector I. scapularis. 

Tomando en cuenta los resultados de este estudio y para comprobar la 

hipótesis de transmisión, cabe mencionar, que es necesario demostrar 

experimentalmente la transmisión de B. burgdorferi a través de garrapatas R. 

sanguineus en perros, infectándolas con medio de cultivo de borrelias 

colectadas de tejidos de perros de la región. 
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