
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 

Detección molecular de Borrelia burgdorferi (Spirochetaceae) 
Johnson, 1984, agente etiológico de la enfermedad de Lyme, en 
perros [Canîs familiaris) y garrapatas (Acarhlxodidae) en cuatro 

localidades rurales del estado de Nuevo León, México. 

T E S I S 

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON 

ESPECIALIDAD EN 
ENTOMOLOGIA MEDICA 

PRESENTA 

M.V.Z . ANDRES Á L Y A R E 1 J IMENEZ 
» 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

SAN ¡NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. MAYO DE 1996 



I 
TM 
RCl 
. 5 i 
A5 
c . 1 



g » 1 0 £ 

; 

- , ' 

f m s a " -

l i 01 : V 

! > 
r: 
* 

: i 4 i t 

c<-h , .te OVV. 



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 

Detección molecular de Borrelia burgdorferi (Spirochetaceae) 
Johnson, 1984, agente etíológico de la enfermedad de Lyme, en 
perros (Can/s fami Ii ans) y garrapatas (Acari:lxodidae) en cuatro 

localidades rurales del estado de Nuevo León, México. 

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON 

ESPECIALIDAD EN 
ENTOMOLOGIA MEDICA 

PRESENTA 

H . Y . Z . ANDRES A L V A R E Z J IMENEZ 

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

T E S I S 

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. MAYO DE 1996 



PONDO 



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON 
F A C U L T A D DE CIENCIAS BIOLOGICAS 

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSTGRADO 

Detección molecular de Borrelia burgdorferi (Spirochetaceae) Johnson, 1984, agente 
etiológico de la enfermedad de Lyme, en perros (Canis familiaris) y garrapatas (Acari: 

Ixodidae) en cuatro localidades rurales del estado de Nuevo León, México. 

TESIS 

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN 
ENTOMOLOGIA MEDICA 

PRESENTA 

M. V. Z. ANDRES ALVAREZ JIMENEZ 

Dr. JUAN PABLO MARTÍNEZ SORIANO 

COMISION DE TJgsJs APROBADA: 

~ éh. 
M. ¡C. LUCIO GA4^VIZ sivVA 

PRESIDANTE 

EZ SALAS 

M. C. ROBERTO LCADO HERNANDEZ 
VOCAL 

SAN NICOLAS DE LOS GARZA, N.L. MAYO DE 1996 



t 
GRACIAS SEÑOR 

Gracias Señor, por amarnos tal como somos y permitirnos que tu espíritu nos 
forme hasta llegar a ser lo que tu quieres que seamos. 

Gracias Señor, porque nos hablas de tu amor en medio del silencio y 
fortaleces nuestros corazones, dándonos el gozo de la vida. 

Gracias Señor, por esos momentos que nos recuerdan que somos parte de tu 
cuerpo, ayúdanos a usar nuestros dones para dar a conocer tu amor. 

Gracias Señor, por concedemos sabiduría para procurar sólo aquellas cosas 
que puedan agradarte. En el nombre de tu bendito hijo jesucristo. Amén. 

GRACIAS SEÑOR ! 

Nora Dalia Bustamanta H«mánd«z 
M*m yoti 9 



IN MEMORIA 

La presente es dedicada a la memoria de mi padre Epigmenio Alvarez Castro, 

quien fue el mejor ejemplo a seguir, siendo un excelente padre, buen amigo, gracias por el 

sacrificio que realizaste por itií, por orientarme por el buen camino, aunque ya no estes con 

nosotros, queremos decirte algo, te queremos y te extrañamos. 



DEDICATORIA 

A mis padres : 

Epigmenio Alvarez Castro (.) 
y 

Gregoria Jiménez Carrizalez 

Con amor, cariño, respeto y admiración, por enseñarme el veradero camino hacia Dios, 

además de que siempre me tuvieron fé y apoyaron cu iodo momento para hacer posible esta 

etapa de mi formación. 

A mis hermanas : 

Maria hiena. Alicia. Aurora e Irma 

Por animarme a seguir adelante y ser un estímulo durante la trayectoria de mi formación 

académica. 

A mis sobrinos: 

Edvns, Diana y Rubi 

A mi Tío: 

Aurelio Alvarez Castro ( ) 

Por que en vida me enseñaste tus conocimientos, experiene.¿. c r>e o*. \ aunque \ a 110 

estas con nosotros, estamos agradecidos de ti. 

A mis tius: 

Gumersindo Briones Tovar 

ñeca J.menez de Bnones 

Por darme su apoyo durante toda mi formac."" n — c emi^a. excelentes tíos 



RECONOCIMIENTOS ESPECIALES 

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tegnología (CONACyT) por el apoyo para la realización 

de mis estudios de Maestría (Becario No. 82778). 

A la Universidad Autónoma de Nuevo León (U.A.N.L.), Facultad de Ciencias Biológicas y 

Laboratorio de Entomología Médica por la oportunidad que me brindaron de poder 

continuar con mi superación académica y profesional. 

Al laboratorio de Parasitología/Centro Nacional de Sanidad Acuícola FCB, U.A.N.L., por 

haberme permitido las facilidades de realizar el presente estudio. 

Al laboratorio de Patología Molecular de la UANL/INIFAP por darme las facilidades de 

realizar el trabajo de laboratorio del presente estudio. 

Al M. C. Lucio Galavíz Silva, por la oportunidad que me brindo para poder llevar a cabo 

este anhelo, por su amistad, enseñanza y asesoría. 

Al Ph D Ildefonso Fernández Salas, por ser uno de los impulsores de mi superación 

profesional. 

Al M. C. Roberto Mercado Hernández, por su apoyo en la realización de la tesis, excelente 

maestro y por la revisión del manuscrito. 

Al Dr. Juan Pablo Martínez Soriano por su gran apoyo y asesoría en el estudio molecular. 

Al M. C. Fernando Jiménez Guzmán por su apoyo para poder realizar la tesis en el 

Laboratorio de Parasitología/Centro Nacional de Sanidad Acuicola. 

A la Q. I. Hilda Garza Fernández por brindarme el apoyo durante mi estancia en el 

Laboratorio de Parasitología/Centro Nacional de Sanidad Acuicola. 



A la Q. I. Hilda Garza Fernández por brindarme el apoyo durante mi estancia en el 

Laboratorio de Parasitología/Centro Nacional de Sanidad Acuicola. 

Al M. C. Alfonso Flores Leal por todas las ayudas brindadas en e) área de L:niomologia 

Médica. 

A la Q. B. P. Zoraida Nava Morales por brindarme su ayuda para la culminación de esta 

etapa de mi formación profesional, por ser una excelente compañera de laboratorio. 

A la M. C. Blanca Peña Treviño por brindarme su apoyo, amistad y compañerismo, 

excelente amiga. 

A Nora Delia Bustamante Ojeda por su afecto, ayuda, preocupación y apoyo. 

A la Q.B.P. Amparo Elizabeth Martínez I-lores por los consejos recibidos para la 

realización de esta tesis, excelente amiga y compañera. 

Al Biol. Cuauhtémoc Lara Campos por brindarme su apiño en la elaboración de la tesis, 

excelente compañero de estudios > buen amigo. 



AGRADECIMIENTOS 

Al Q.B.P. Juan Manuel Arredondo por sus acertadas indicaciones y consejos. 

Al M. C. Feliciano Segovia Salinas por su apoyo en la realización del presente trabajo. 

A la M Se Diana Sara Leal Klevezas por su ayuda en la realización de la tesis. 

A la Q.B.P. Martha Contreras Montemayor por su ayuda en la culminación de la tesis. 

Al Biol. Salvador Flores por su apoyo en los análisis estadísticos, excelente amigo. 

A la C. P. Cristina Briones Jiménez por su ayuda en la elaboración de figuras y por ser 

excelente prima. 

A la Ing. Delia Briones Jiménez por su ayuda en la elaboración de la tesis 

Al Lic. José Antonio Muñiz López por su ayuda en la culminación de la tesis. 

A la Familia Bustamante Ojeda por su gran apoyo espiritual, para culminar esta etapa de mi 

formación académica. 

A todos mis compañeros de la maestría Blanca Peña, Rosario Nájera, Norma 

Gorrochotegui, Nereida Velázquez, Adriana Solís, Cecilia Trujillo, Cuauhtémoc Lara 

Campos, Felipe Ramos, Jorge Martínez, Ezequiel Magallón, Rene Solís, Jaime Juárez y 

Eduardo Rebollar. 

A los nuevos compañeros Carolina Briseño, Armando Ulloa, Amoldo Bonilla, Angélica 

Herrera, Héctor Orta, Rosa María Patiño, Armando Saldívar, Zinnia Molina, Yolanda, 

Hortensia, Javier, Saúl, Julián, Emilio. 



A mis nuevos compañeros del Laboratorio de Parasitología Zoraida, Eva, Nelly, Raúl y 

Hugo. 

Al personal del Laboratorio de Parasitología Lupita Dewitt, Asunción Sambrano Coronado, 

Raquel Serrato, Mayra N. Garza, Mónica C. Ramos, Teresita, Carlitas, José L. Limón y 

Lupita Rodríguez. 

A la Sra. Irma González R. por su gran ayuda bridanda a mi persona 

A la Sra. Leo Flores Medina y Marina Moreno Regalado por darme ánimo para culminar 

esta tesis. 

A todo el personal del laboratorio de parasitología/Centro Nacional de Sanidad Acuicola 

por haber hecho tan llevadera mi estancia en él. Y a todas las persona que de una u otra 

forma contribuyeron a la culminación de ésta tesis y por consiguiente ésta etapa de mi 

formación, mi más sincero agradecimiento. 



CONTENIDO 

Lista de abreviaturas i 

Resumen iii 

L- Introducción 1 

II.- Objetivos 4 

III.- Hipótesis 5 

IV.- Antecedentes 6 

V.- Material y métodos 15 

1.- Localización del área de estudio 15 

2 - Hospederos (Canis familiar te) y vectores (Acari:Ixodidae) 15 

3.- Material biológico 16 

3.1.- Muestras de sangre 16 

3.2.- Colecta de garrapatas 16 

4.- Trabajo de laboratorio 16 

4.1,- Marcador de pares de bases 16 

4.2.- Cepa de Borrelia burgdorferi 17 

4.2.1.- Preparación de cepa de referencia ! 7 

5.5.- Tratamiento de las muestras de sangre 17 

5.1.- Extración de ADN bacteriano a partir de células sanguíneas 17 

6.- Tratamiento de las muestras de garrapatas 19 

7.- Amplificación de ADN 20 

8.- Estudios taxonómicos 21 

9.- Prevalencia y abundancia 21 

VI.- Resultados 22 

1.- Hospederos 22 

2 - Vectores 22 

3 - Cepa de referencia Borrelia burgdorferi 22 

4.- PCR de muestras de sangre 24 

5.- PCR de muestras de garrapatas 24 

6.6.- Estudios taxonómicos 26 



ó.7.- Prevalencia y abundancia 

VII.- Discusión y conclusiones 

VIII.- Literatura citada 

IX.- Anexos (Figuras y tablas) 



LISTA DE ABREVIATURAS 

Ac Anticuerpo 
ADN Acido desoxirribonucléico 
Álu\ Enzima de restricción 
ARNr Acido ribonucleico ribosomal 
BSK Medio de cultivo modificado de Kelly 
Conn. Estado de Connecticut, EUA. 
CONN-2591 Cepa de Borrelia burgdorferi 
Dde I Enzima de restricción 
DE Desviación Estandard 
dNTP' s Deoxinucleótidos trifosfatos 
Fig. Figura 
ECM Eritema crónico migratorio 
EDTA Acido etilendiaminotetracético 
EL Enfermedad de Lyme 
ELISA Ensayo inmunoabsorvente ligado a enzimas(Enzyme-Linked-

Imunosorbent-Assay) 
et al. y colaboradores 
Hrs. Horas 
IgG Inmuno globulina G 
IgM Inmunoglobulina M 
IFD Inmunofluorescencia directa 
IFI Inmunofluorescencia indirecta 
LCR Líquido cefalorraquídeo 
Mass. Estado de Massachusets, EUA 

• MgCl2 Cloruro de Magnesio 
HS Microgramos 
mg Miligramos 
min Minutos 

ni Microlitros 
mi Mililitros 
mM „ Milimolar 
M Molar 
M (carril) Marcador de Pares de bases 
NaCl Cloruro de Sodio 
ng • Nanogramos 
pb Pares de bases 
pBR Plasmido de Bolívar y Rodríguez 
PBS Solución Buff'er de Fosfato 
PCR Siglas en Inglés de la Reacción en Cadena de Polimerasa 
pH Potencial hidrógeno 
pmol Picomoles 
Primer Nombre ténico internacional para iniciador sintético 



r p m Revoluciones por minuto 
OspA Siglas en inglés de Proteina externa de superfìcie 

( Borreliaburgdorfert) 
SUS Dodecil sulfato de sodio (Lauri! sulfato) 
seg Segundos 
SEVAG Cloroformo-alcohol Isoamílico (24:1 ) 
sp Especie 
spp Especies 
T a ( i Enzima polimerasa de ADN pro\ eniente de Thermos acuaticus 
TE Buffer Buffer Tris-tDTA 
L' Unidades 
V Voltios 
C Grados centígrados 

Porciento (Medida de cantidad) 



RESUMEN 

Hoy en día la enfermedad de Lyme causada por la bacteria Borrelia burgdorferi es 

la entidad patológica más común transmitida por garrapatas en el mundo. Los vectores de 

este mal son los artrópodos hematófagos principalmente las garrapatas. Los reservorios son 

una gran variedad de animales silvestres, así 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 garrapatas 

asociadas mediante la reacción en cadena de polimerasa (PCR) en cuatro localidades rurales 

del estado de Nuevo León, México: Dulces Nombres, Pesquería, N. L., La Ciudadela, 

Juárez, N. L., El Ranchito y El Barrial de Santiago, N. L. Se realizó también el estudio 

taxonómico de las garrapatas. Para tal efecto en cada una de las localidades se colectaron la 

mayor cantidad 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 taxonómicas. Se 

muestrearon un total de 97 perros ordenándolos en 9 grupos. La prueba de PCR no reveló 

ninguna muestra positiva. De 651 garrapatas, se formaron 64 grupos de 10 especímenes. 

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 León y 

en la República Mexicana. 



I.- INTRODUCCION 

Ho\ en día se ha observado un incremento en el numero de enfermedades de tipo 

infeccioso. Algunas, por su grado de infectividad han ocupado un lugar predominante en la 

lista de las enfermedades zoonóticas debido a que se presentan en seres humanos \ 

animales. Una de ellas es la enfermedad de Lyme (EL), que recientemente ha tomado gran 

interés en medicina humana y medicina veterinaria (Tamez. 1994). 

EL es un padecimiento multisisiémico de origen infeccioso, producido por Iü 

espiroqueta Borrelia burgdorferi (Johnson. 1984). la cual es transmitida por artrópodos 

hematófagos, principalmente las garrapatas (Cleven el ai. 1992). La especie Ixodes 

dammini Spielman, Clifford. Piesman & Corwin (Spielman el al.. 1979) es considerada 

como vector primario en el noreste \ medio-oeste de los Estados l nidos de Norteamérica 

(Spielman et al, 1985). pero también se ha comprobado como vector a Ixodes pacißcus 

Cooley S¿ Kohls, 1943, Dermacentor occidentalis Marx. 1892, Dermacentor 

parumapertus Neumann. 1901. Dermacentor variabilis Say. 1821. Haemaphysalis 

leporispalustris Packard. 1869. Ixodes noetomae Cooley. 1944, Amblyomma americanum 

Linnaues. 1758 y Ixodes scapularis Manvelli, 197g. ílus. Sa>. 1979. en H A (Lañe ei al.. 

1991, Teltow et a/.. 1991). Por otra parte Ixodes ricinus Linnaues. 1758. es el vccmr 

principal en Europa y de igual manera Ixodes persulcatus Schulze. 1930. en Asia (Boerlin 

et al.. 1992). El venado cola blanca Odocoileus virginianus (Zimmermani \ los roedores 

Peromyscus leucopus (Rafinesque), se consideran como los principales reservónos 

íBurgess. 1991), pero los mapaches. osos, a sí como algunas aves, han presentado su papel 

como portadores. Entre las especies afectadas se encuentran el hombre, equinos, bovinos, 

ovinos, caninos, y felinos (Welsh el al., 1992). Las principales manifestaciones clínicas de 

la EL, después de la mordedura de la garrapatas infectadas en su fase inicial, consisten en 

una lesión cutánea llamada eritema crónico migratorio (E.C.M.); la segunda fase presenta 

anormalidades neurológicas y disturbios en la conducción cardíaca y en la tercera ocurren 

problemas de artritis crónica (Rusel!, 1991). 



Desde el punto de vista epidemiológico se caracteriza por ser una enfermedad 

endémica considerada como la enfermedad más común transmitida por garrapatas en el 

mundo (Teltow el al1991). Esta entidad patológica tiene amplia distribución, entre los 

países europeos incluyendo a Alemania. Austria. Francia. Holanda. Italia (Wilskes et al., 

1987: Schmid. 1984), Yugoslavia (Dekonenko et al., 1989). Suiza (Bonard, 1990) y España 

(Font et al., 1992). Ha sido reportada en la Ex-L'nión Soviética. China, Japón y Australia 

(Stewart et al., 1982; Schmid, 1984; Kawabata et al., 1987 & Chengxu el ai, 1088), así 

mismo en Africa (Schafrank el al., 1990) En el continente americano se ha presentado en 

Haití, Puerto Rico y Jamaica (Winward et al.. 1989). En América del Norte su ubica en los 

Estados Unidos (Burgdorfer el ai, 1985). donde en 1976 en Lyme. Connecticut se iniciaron 

por primera vez estos estudios. 

Recientemente EL a tomado gran importancia en salud pública, pero esta no sólo 

depende de la presencia de los casos humanos en zonas endémicas, sino en qué los animales 

silvestres son portadores de la espiroqueta > rnigran a otras zonas en busca de alimento, e 

incluso, algunas especies de aves juegan un papel muy importante en la diseminación de la 

espiroqueta por desplazamiento de migración que abarca largas extensiones de terreno, que 

provoca una distribución amplia de la espiroqueta B. burgdorferi, (Anderson et al.. 1986; 

Weisbrod & Jonhson, 1989). 

En México solo se conocen dos estudios, específicamente en el estado de Nuevo 

León, donde EL se diagnosticó mediante un estudio serológico y molecular (Welsh et al.. 

1992; Salinas et al.; 1995), por lo tanto se consideró necesario implementar una técnica 

diagnóstica que permita identificar con ma\or exactitud al microorganismo en hospederos y 

vectores asociados. En los últimos años se ha diseñado y perfeccionado un método 

diagnóstico molecular conocido como reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con la 

cual es posible detectar una secuencia conocida de oligonucleótidos en muestras de sangre o 

tejidos, aún y cuando el número de copias dei templado sea muy pequeña (Saiki et al.. 

1988). 



PCR es una nueva e ingeniosa herramienta aplicable en la detección de material 

genético diverso, incluyendo al de organismos patógenos tales como bacterias, hongos y 

virus entre otros (Innis & Gelfand, 1990). Es un proceso in viíro de síntesis de ácidos 

desoxiribonucléicos, por el cual un segmento de ADN que sirve como molde o templado 

puede ser amplificado específicamente (Saiki et al., 1990). La sensibilidad y especificidad 

de la PCR en muestras a partir de sangre de perros y garrapatas asociadas, así como la 

identificación taxonómica de los vectores fueron aplicadas en el presente estudio. 



II.-OBJETIVOS 

Determinar la presencia de B. burgdorferi en sangre de perros y garrapatas 

(Acari:Ixodidae), mediante la prueba de PCR en cuatro localidades rurales del estado de 

Nuevo León, México. 

Conocer la ubicación taxonómica de las garrapatas considerando su papel como 

potenciales vectores de la enfermedad de Lyme en perros. 



III.- HIPOTESIS DEL TRABAJO 

En el estado de Nuevo León se presentan las condiciones ambientales adecuadas, así 

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 León. 

México. 



ÍV.- ANTECEDENTES 

En la actualidad existen una serie de investigaciones donde se determina la 

presencia de la espiroqueta B. burgdorferi en diferentes hospederos vertebrado e 

invertebrados, entre los cuales sobresalen: 

GARRAPATAS 

Anderson el al. (1983) reportan como zonas endémicas de EL a í.ynie y líaddam. 

Connecticut. Identifican a la espiroqueta por preparaciones en fresco y la técnica de 

inmunofluorescencia indirecta (IR) en intestino medio del 35% de 147 garrapatas /. 

dammini. Las garrapatas positivas fueron removidas de mapaches Procyon lotor (Wagíer). 

ratones Peromyscus leucopus v ardillas Tamiasciurus Itudsonicus (Gordon). 1 as 

espiroquetas fueron aisladas en el medio de cultivo modificado de Kelly (BSK) en 9 /. 

dammini asi como en la sangre de un mapache y un ratón patas blancas. 

Burgdorfer et al. (1985) identifican a las garrapatas "westem black legged" /. 

paciftcus como vectores de B. burgdoferi mediante la técnica de IFl. Analizan en total a 

1,687 garrapatas adultas colectadas de vegetación detectándose a 25 (1.48%) de ellas 

infectadas. En Oregon 14 de 715 fueron positivas v en California se identificó en 11 de 972 

De las 25 I. pacijicus infectadas, diecisiete presentaron la espiroqueta solamente en 

intestino medio, la 8 restantes mostraron infección generalizada en todos los tejidos, lo que 

refleja condiciones fisiológicas adversas para el desarrollo de la espiroqueta en el hemocele. 

Piesman & Sinsky (1988) reportaron la capacidad de 3 estados inmaduros de 

especies de garrapatas en el sureste de Estados Unidos para adquirir, mantener y transmitir 

B. burgdorferi bajo condiciones de laboratorio, utilizando hamsters infectados con la 

bacteria como hospederos. Confirman que las garrapatas D. variabilis y A. americanum 

adquieren la infección espiroqueta! como larvas en el 9% (178) y 1% (425 ) de las 

garrapatas repectivamente. En contraste, I. scapularis fue infectada como larva y mantuvo 

la infección espiroquetal transestadial. Las garrapatas I. scapularis infectadas, en etapa de 



ninfas, transmitieron la espiroqueta en 4 hamsters. liste estudio mostró que /. scapularis fue 

un \ ector competente en laboratorio. 

Weisbrod & Johnson (1980) presentan un estudio de la migración de pájaros donde 

se examinaron 9.200 aves representados en W especies en Saint Croix River Valley. I SA. 

un área endémica de EL en el este central Je Minnesota v noroeste de Wisconsin. Se 

encontró que 250 garrapatas I. dammini en etapa de larva v ninfa infestaron 58 pájaros de 

15 especies migrantes: cincuenta y seis garrapatas resultaron positivas a B. burgdorferi Se 

concluyó que los pájaros son importantes reservorios locales en la parte superior del Valle 

de Mississipi al recorrer grandes distancias durante su migración, durante la cual 

distribuyen la espiroqueta a otras regiones del continente. 

Persing et al. (1990) amplificaron secuencias de Al)N de B. burgdorferi por medio 

de PCR en 15 garrapatas /. dammini mantenidas en laboratorio, alimentadas sobre animales 

in fe ciad os. ademas fueron analizadas por medio de Ja técnica de inmunorturescencia directa 

(IFD) y PCR el intestino medio de garrapatas adultas y ninfas colectadas en Nantuckel 

Island. Mass. y la reserva de Crane Ipsvvisch. Mass. Dieciséis de 30 garrapatas fueron 

positivas por medio de IFD. de los cuales 15 de estos fueron positivos por PCR. ! J uso de 

la PCR tuvo un amplio rango de positividad. 

Levine et al. (1991) colectan garrapatas Ixodidae de hospederos y vegetación en 

áreas de la costa de Virginia y Carolina del Norte v detectan a B. burgdorferi por medio de 

IFI en 9 Ixodes cookei Bishopp, 1911. removidas de ratas Oryzomys palustris (Fain). un 

ratón patas blancas P. leucopus y mapaches P. lotor. así mismo en 4 A. americanun 

removidas de mapaches y en dos D. variabilis removidas de un mapache y un ratón rice. 

Una de 2 I. dammini colectados sobre vegetación en Parramore Island presento B. 

burgdorferi. Ninguna espiroqueta se encontró en A. American um y A. Maculatum 

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

costas de Virginia. 



Luckhart et. al. (1991) conducieron un estudio en el este central de Alabama para 

determinar la diversidad de especies de garrapatas presente en el área y su relación con 

hospederos, así como las especies de garrapatas y pequeños mamíferos naturalmente 

infectados con B. burgdorferi. Examinaron un total de 451 hospederos entre los cuales se 

citaron al ratón algodón Peromyscus gossypinRhodes), rata algodón Sigmodom 

hispidus(Ba.ttd), ratón de casa Mus museufus (Waterhouse) y venado cola blanca O. 

virginianus. Enlistaron un total de 859 garrapatas colectadas de hospederos v por medio de 

la técnica de dragado entre las cuales se incluyeron A. americanum, Dermacentor 

albipictus Packard, 1869, D. variabilis, I. 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. virginianus y 3 larvas de I. scapularis de 

ratón 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. en 7 do 

1024(0.68%) grupos de 10 garrapatas y en 1 de 69 (1.4%) grupos de 10 pulgas. Los 

aislamientos espiroquetales fueron de varias garrapatas y una especie de pulga incluyendo 

A. americanum, A. Maculatum. I. scapularis y Ctenocephalides felis Bouché. llus.. 

Méndez, 1977. 

Mukolwe et 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 JDl). La 

espiroqueta se detectó solamente en I. scapularis a través de microscopía de campo oscuro 

con promedios 18% y 21% de 100 garrapatas colectadas por medio de IFI. Los resultados 

mostraron que solamente las ninfas de I. scapularis alimentadas sobre conejos infectados 

transmitieron B. burgdorferi 



Sharon ei al. (1992) colectaron garrapatas I. dammini en diferentes estaciones del 

año en área del suroeste de Wisconsin para detectar a B. burgdorferi por medio de IFI. El 

promedio de infección de la espiroqueta varió estacionalmente con 38.1% en primavera de 

1990 de 105 garrapatas colectadas. 60.3% en otoño de 1990 de 151 y 41.2% en primavera 

de 1991 de 131 especímenes colectados. Los resultados reportan que este estudio fue 

similar o ligeramente más alto a resultados reportados anteriormente en el noreste de los 

Estados Unidos. 

Feir et al. (1994) detectan a B. burgdorferi por medio de IFI en 1.9% de 443 A. 

americanum y 2.0% de 1.752 D. variabilis colectadas en el sureste de Missouri y a los 

alrededores de la ciudad de St louis. La identidad de organismos positivos fueron 

corroborados por la prueba de PCR. Amplificaron 371 pb en 2 garrapatas colectadas en 

Missouri lo que mostró 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 

áreas de Missouri. 

Rawlings & Teltow (1994) reportaron a la espiroqueta B. burgdorferi por medio de 

IFD en garrapatas colectadas de 8 parques de Texas. Los resultados revelaron que el 

microorganismo fue detectado en 1.03% de 5.141 garrapatas adultas A. americanum 

examinadas. A. americanum fue una especie residente frecuentemente encontrada en 

Texas. Ninguna espiroqueta fue observada en otras especies de garrapatas examinadas. 

Pichón et al. (1995) amplifican ADN de la espiroqueta mediante PCR en 30 de 249 

ninfas I. ricinus sin alimentar colectadas de vegetación en Rambouillet Forest cerca de 

París. 



Mensen et al. (1990) muestrean sueros de perros y detectan títulos de Ac a B. 

burgdorferi por medio de IFI en 2 de 100 perros examinados. Asi mismo colectan ninfas y 

adultos de I. pacificus y D. occidentals por medio de la técnica de dragado > determinan 

1.5% de 1122 garrapatas I. pacificus por medio de la pruebas de IFI. En D. occidentalis se 

encontraron resultados negativos. Los datos recopilados dieron una información amplia 

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

BORREGOS 

Fridriksdottir et al. (1992) realizaron un ensayo de la técnica de ELISA para detectar 

Ac contra B. burgdorferi en 327 sueros de borregos noruegos. Los resultados presentaron 

que 10% de los animales analizados fueron positivos. La proporción mas alta de animales 

seropositivos procedían del sur sobre las áreas costeras de Noruega. La mayoría de los 

animales infectados aparecieron durante los 2 primeros años de vida. 

CABALLOS 

Marcus et al. (1985) detectan a la bacteria por medio de IFI en 12 de 50 caballos en 

Lyme y East Haddam, Conn, e Ipswich. Mass. Uno de los 50 caballos era de un área no 

endémica y presentó títulos altos de Ac. Los caballos seropositivos no presentaron 

aglutinación de Ac contra la reacción cruzada potencial a Leptospira spp. esto indicó que 

los caballos en las áreas endémicas están expuestos a la bacteria e inducen una respuesta de 

Ac en los caballos. 

Magnarelli et al. (1988) realizaron un estudio en Connecticut. Massachusetts, 

sureste de Nueva York (Provincia de Westchester). Rhode Island y Vermont, donde 

diagnostican a B. burgdorferi por medio de IFI en sangre de 705 equinos. Los resultados 

señalaron la presencia de títulos 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 áreas de Connecticuí donde el principal \ector es la garrapata I. dammini. De los 

86 equinos 9 eran de Lyme. Conn. y la provincia de Westchester. N.Y.. los cuales 

desarrollaron inflamación de las articulaciones y episodios recurrentes de cojera. 

HUMANOS 

Benach et al. (1983) presentan un estudio realizado en Long Island y la prov incia de 

Westchester, Nueva York, donde aislan en el medio BSK a B. burgdorferi de la sangre de 2 

pacientes de 36 estudiados, los cuales presentaban signos y síntomas sugestivos. Para 

determinar la identidad de los aislamientos, las dos muestras positivas fueron analizadas 

mediante IFI. Los resultados obtenidos indicaron que la espiroqueta fue morfológica > 

serológicamente idéntica a microorganismos recientemente encontrados en garrapatas /. 

dammini. endémicas en el área e implicadas epidemiológicamente como vectores de I L. 

Berger et al (1985) confirman la presencia de la espiroqueta en 6 de 14 biopsias de 

piel aislándose en el medio BSK. Ln 2 de las muestras positivas se observó y corroboró a B. 

burgdorferi por medio de cortes histopatológicos. Consideran que este tipo de estudios son 

de gran ayuda para determinar los antibióticos específicos en el tratamiento de la I L. 

previamente observada en casos clínicos. 

Rawlings et al (1987) aislan a la bacteria en el medio BSK en 2% de 1U0 muestras 

de sangre. En 8(14%) de 31 muestras de piel, 1 de 7(14%) cultivos de líquido 

cefalorraquídeo(LCR), hígado y bazo de un paciente de 2 autopsias realizadas, en I de 

3(33%) muestras de líquido sinovial(LS) (rodilla) y en una muestra de hueso. Pruebas de 

IFI confirman la identificación de la bacteria en 7 de los aislamientos, mientras que en el 

resto se presentaron otras especies de Borreüa. 

Debue et al. (1991) utilizaron oligonucleotides como iniciadores en un ensavo de 

PCR y amplifican ADN de B. burgdorferi en 2 de 3 muestras de LS y diez de 3U muestras 



de LCR de pacientes. Cabe mencionar que estas muestras fueron corroboradas pre\ ¡ámenle 

por métodos inmunológico. Comunican que la técnica de PC'R es confiable para la 

identificación de la bacteria en muestras biológicas de LS v LCR. 

Kruger el al. (199J) amplificaron secuencias especifica de ADN de B. burgdorferi a 

partir de la prueba de PCR en 4 cepas del microorganismos provenientes de casos clínicos > 

LCR de 2 pacientes con El (neuroborreliosis). Observaron la amplificación de fragmentos 

de ADN de 290 pares de bases en todas las cepas de B. burgdorferi asi como en a ni has 

muestras de LCR. La prueba de PCR fue una técnica confiable y rápida para amplificar 

secuencias del gen codificante para la tlagelina en pacientes con neuroborreliosis y en cepas 

de la bacteria. El gen amplificado permitió por primera vez demostrar un monitoreo 

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

Rabb el. al. (1992) analizaron una muestras de sangre de un paciente con 

antecedentes clínicos de la EL para diagnosticar a B. burgdorferi mediante de la prueba de 

PCR. Un estudio adicional de PCR revelo que varias muestras de biopsias del mismo 

paciente fueron positivas lo que corroboró la presencia de esta bacteria. 

Welsh el al. (1992) iniciaron un estudio en Nuevo León. México para diagnosticar a 

B. burgdorferi por medio de la técnica de ELISA en sangre pacientes con edades entre 7 v 

65 años con antecedentes de haber sufrido picaduras de artrópodos hematolagos en el 

campo y que presentaban lesiones eritematosas en la pie! ligeramente pruriginosas. asi 

como malestar general. Los resultados reportaron que 8 pacientes fueron positivos a la 

bacteria con títulos de Ac. 



VARIOS 

Artsob et. al. (1992) presentan un trabajo realizado en Prince Edward Island, 

Canadá donde determinan la presencia de B. burgdorferi por medio de IFI en 5 de 75 

sueros de perros, 1 de 8 venados y en ningún gato de 7 analizados. El reactor fue un perro 

con antecedentes de haber viajado a los EU. Este reporte documentó el primer diagnóstico 

de B. burgdorferi en el Atlántico de Canadá, quizá por la introducción de I. dammini en la 

migración de aves. Los estudios serológicos indicaron que B. burgdorferi no se encontró 

ampliamente diseminada en Prince Edward Island. 

Salinas et al. (1995) amplificaron secuencias de ADN de B. burgdoferi mediante la 

prueba de PCR en muestras de humanos y caninos. Se utilizó un par de oligonucleótidos 

que amplificaron un fragmento de 244 pb que representan parte de la región variable V4 del 

gen 16S rRNA de B. burgdorferi. Utilizando la técnica de PCR. se pudo detectar al 

microorganismo en dos biopsias de piel de pacientes con acrodermatitis, y en líquido 

sinovial de un perro con artritis. Estos datos sugieren la presencia de la enfermedad en el 

estado de Nuevo León, Mexico. 



V.-MATERIAL \ METODOS 

1.- Localidad del área de estudio 

El presente estudio se llevó a cabo en cuatro localidades rurales del estado ubicadas 

al este y sureste del área metropolitana de Monterrey V L., (Hg. 1 ). dentro de la provincia 

fisiográfica de la Llanura Costera del Golfo Norte ( Dulces Nombres. N.L y La Ciudadela. 

N.L.) y Sierra Madre Oriental (El Runchito. N.L. v El Barrial. N.L.) situada entre las 

coordenadas siguientes. 

MUNICIPIO LOCALIDAD L AT. ÑOR Ih; LONG. LSIL 

Pesquería, N. L. Dulces Nombres 25" 43' h" 100- 04' 0" 

Juárez. N.L. La Ciudadela 25' 34' 0" 100- 07' "" 

Santiago. N. L. El Ranchilo 25° 20 '2" 100 11 '6" 

Santiago. N.L. El Barrial 25 28' i" io0 I I ' 2 " 

(INEGI. 1984) 

En todas las localidades predomina un clima semieahdo. suhhumedo a húmedo ton 

lluvias en verano. La temperatura media anual oscila de 18 a 22~C. registrándole la máxima 

en Junio. Julio y Agosto con 25 "C a 30 :C y la mínima de 4 C a 16 C en Diciembre y Enero 

(SARH. 1988). La precipitación media anual va de 600 a X0() nim". Ll tipo de vegetación 

que predomina es el matorral submontado y matorral espinoso con alguno*- me/quitalcs \ 

pastizales naturales e inducidos. La altitud fluctúa entre 500 a 800 m sobre el nivel de! mar 

(SPP. 1081). 

2.- Hospederos (Canis familiaris) y vectores (Acuri: Ixodidae) 

Previo a la obtención de sangre de perros y colecta de garrapatas se reali/o la v isita 

a los domicilios en cada una de las 4 localidades de estudio para localizar la mayor cantidad 

de perros y garrapatas por lo cual a cada propietario ->e le solicitó la colaboración para 

obtener los ejemplares. 



3.- M A T E R I A L B I O L O G I C O 

3.1.- Mues t ras de sangre 

Las muestras de sangre se obtuvieron a través de ia canalización de la vena radial 

ubicada sobre la parte anterior de los miembros anteriores, previa a la depilación v 

desinfección de el área de punción. Posteriormente las muestras de sangre fueron colocadas 

en tubos de ensavo estériles al vacio con curato de sodio como anticuagulante para realizar 

la prueba molecular, después todas la muestras se colocaron a 4o C en cajas de hielo seco 

para su conservación. 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 v presencia o ausencia 

de ectoparásitos. 

3.2.-Colecta de gar rapa tas 

Los perros de cada localidad fueron inspeccionados detenidamente y la^ garrapatas 

se colectaron en forma manual mediante la técnica de Amerasinghe el al. (1992). que 

consiste en colectar todas las garrapatas observadas por espacio de 5 nun de un sólo lado 

del animal generalmente de cabeza, cuello v axila. Posteriormente los especímenes fueron 

colocados en tubos de ensayo con alcohol etílico al 70% para preservarlas hasta reali/ar la 

prueba molecular y la identificación taxonómica: finalmente cada tubo fue etiquetado. 

4.- T R A B A J O DE L A B O R A T O R I O 

4.1.- M a r c a d o r de pares de bases 

Para este trabajo se utilizó el ADN del plásmido pBR322 (Sigma) digerido con la 

enzima de restricción Alu I y Dde I (GIBCO BRL). Al conocer los patrones de restricción 

obtenidos, los fragmentos de ADN esperado sirvieron como marco de relerencia. I'.l 

plásmido al ser tratado de esta manera, presentó un número de fragmentos de ADN con 

tamaño de 910 a 11 pb cuando fue cortado con la enzima^/; /1 y cuando fué digerido con la 

enzima Dde I este presentó fragmentos de 1653 a 162 pb. (Sambrook et al.. 1988). 



4.2.- Cepa de Borrelia burgdorferi 

Fue usada una cepa canónica de B. burgdorferi (cepa CONN-259]) como 

referencia, la cual se utilizó como testigo positivo mantenida en un medio de cultivo. La 

cepa fue proporcionada amablemente por el Dr. John F. Anderson de The Connecticut 

Agricultural Experiment Station en New Häven, Conn.. F..U.A. y ei Dr. Robert S. Lañe del 

Colleague of Natural Resources. Department of Emomologv Science. I niversity of 

California. Berkely. 

4.2.1.- Preparación de cepa de referencia 

Se empleó 1 mi del medio de cultivo de B. burgdorferi y se colocó en un tubo 

eppendorf de 1.5 mi Posteriormente fue centrifugado brevemente a 13.000 rpm por 10 min 

(Eppendorf 5415 C), el sobrenadante se desecho y el paquete celular fue resuspendido para 

lavarlo en una solución de buffer de fosfato (PBS) pH 7.5, Esta suspensión fue agitada por 

4 min en vortex (VWR Scientific) y centrifugada por 10 min a 13,000 rpm: se desechó 

igualmente el sobrenadante y el paquete celular fue resuspendido en 100 |il de agua 

destilada y se calentó a 100°C durante 10 min. f inalmente una alícuota 20 |al de la muestra 

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

5.5.- T R A T A M I E N T O DE LAS MUESTRAS DE SANGRE 

5.1.- Extracción de ADN bacteriano a par t i r de células saguíneas 

Una vez colectadas las muestras se realizó la extracción de ADN bacteriano para lo 

cual se tomaron 400 fxJ de cada una de la 97 muestras de sangre de perros con citrato de 

sodio para depositarse en tubos Eppendorf de 1.5 mi de capacidad. Los tubos fueron 

centrifugados a 5,000 rpm por 5 min (microcentrifuga Brinkmann-5415c). 

El sobrenadante se desechó y el paquete celular se le agregó 1 mi de solucion de 

lisis de eritrocitos (NH4C1 al 155mM; NaHC0 3 al 10 mM, NH4EDTA pH 7.4 al 0.1 mM). 

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



fueron centrifugados a 6,000 rpm por 3 mili repitiendo el procedimiento hasta la completa 

aclaración del paquete celular. 

El paquete de glóbulos blancos fue resuspendido en 400 pl de buííer TH (lOmM de 

Tris-HCl pH 8.0 y 1 raM de Na2EDTA). Luego fueron agregados 400 pl de solución de 

lisis total (2% Tritón X-100, 1% SDS, lOOmM NaCl. 100 mM de Tris-HCl pH 8.0) mas 10 

jal de la enzima proteinasa K. (10 mg/ml, Gibco). Las muestras fueron agitadas suavemente 

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

Posteriormente se agregaron 400 pl de fenol saturado y estabilizado (Tris-HCl) 0.1 

M pH 8.0 y 0.2% de 2-mercaptoetanol, 0.1% de hidroxiquinoleína, Sambroook el al.. 

1988), y los tubos fueron agitados en vortex por 10 seg y centrifugados a 10.000 rpm por 10 

min. 

El precipitado fue descartado y ai sobrenadante se 1c agregaron 400 pl de 

cloroformo-alcohol isoamílico (24:1), la mezcla fue agitada en vortex brevemente y 

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

La fase superior acuosa fue obtenida y colocada en un tubo nuevo al cual le fueron 

agregando 200 pl de acetato de amonio al 7.5 M. la mezcla se dejó reposar en hielo 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 mezclados 

con 1 mi de etanol al 95%. Posteriormente se refrigeró a una temperatura de -20°C por un 

mínimo de 2 hrs. 

Los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm por 5 min, el sobrenadante fue 

desechado y los tubos se colocaron en posición invertida sobre papel absorbente hasta 

evaporar los restos de alcohol. 



Después les fue agregado 1 mi de etanol frío al 70%. los tubos fueron mezclados 

suavemente y luego centrifugados a 10.000 rpm por 5 min. El sobrenadante fue desechado 

y los tubos se pusieron a secar en posición invertida sobre papel absorbente. 

Secos los tubos, se les agregó a cada uno 20 |il de TE. Los ácidos nucleicos 

extraídos fueron conservados en centrifugación a 4°C hasta el momento de ser utilizados en 

PCR siguiendo el protocolo anteriormente descrito, sólo que con iniciadores(primers) 

diferente. (Martínez 1993). 

Finalmente de las 97 muestras de ADN extraído. 5 ¡J) de cada muestra fueron 

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

6.- T R A T A M I E N T O DE LAS MUESTRAS DE GARRAPATAS 

Para obtener el extracto de garrapatas, previamente fueron colocadas sobre papel 

secante y se dejó reposar por espacio de 5 min para eliminar los residuos de alcohol, 

después fueron lavadas con agua destilada y secadas. 

Posteriomente todos los órganos internos de cada espécimen se extirparon y fueron 

separados en grupos de 10 garrapatas, (excepto 1 grupo de 3) en un tubo eppendorf de 1.5 

mi resuspendiendose en ¿0 ul de TE (lOmM de Tris-Cl pH 8.0 y 1 mM de Na2l".DIA) y se 

maceraron con una pipeta homogenízadora de pistilo (Deltawere No. 95100) por 5 min. 

Los tubos se mantuvieron a una temperatura de 95°C por 10 min. Después se 

colocaron en hielo por 10 min. Finalmente se usaron 4 jil de sobrenadante para PCR. 

(Persing el al., 1990,. 



7.- Amplificación de ADN 

Para iniciar los dos ensayos se utilizaron tubos eppendorfde 500 pl en los cuales se 

agregaron. 4 pl que contenía un promedio de 100 ng de ADN de sangre y 4pl del extracto 

de garrapatas, en ambos se agregaron 2pl (10 pmol) de cada iniciador o primer (Fig. 2). 5pl 

(10 mM) de Tris-HCl, 3pl (3.0 mM) de cloruro de magnesio. Ipl (200mM) de cada 

deoxinucleótidos trifosfatados y 2pl (2.5. unidades) de la enzima Taq DNA polimerasa 

(Gibco. USA ), obteniendose un volumen final de 50pl. Finalmente se depositaron 45 pl de 

aceite mineral con el fin de ev itar evaporaciones. 

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

un programa diseñado específicamente para este caso y con una duración aproximada de 3 

hrs. 

ETAPA TEMPERATURA TIEMPO CICLOS 

Desnaturalización 94°C 2 min 1 

Desnaturalización 94°C 1 min 30 

Alineamiento 45°C 1 min 30 

Extensión 72°C I min 30 

Extensión 72°C 2 min 1 

Una vez terminada la reacción de polimerización, la verificación de la amplificación 

se confirmó al fraccionar las muestras en un gel de agarosa al 1.5% (Sambrook el al.. 

1988), preparado con 1.5% de agarosa (Sigma, LSA) disuelto en TBE 10X (0.89 mM Tri>-

HC1, 0.89 mM ácido bórico, 25 mM Na2EDTA pH 8.3) y teñido con bromuro de elidió (0.8 

mg/ml). 

El fraccionamiento en geles de agarosa se realizó bajo una corriente de 60v y lOOv 

Para esto se tomaron 8 pl de cada porción y fueron mezcladas con 3 pl de solución Halt 

(25% de glicerol, 0.25% de Xilencianol, 0.25% de azul de bromofenol. 50 mM Tris-HCl 

pH 8.0. 50 mM Na2EDTA. 1% SDS, en agua bidestilada estéril). Con la ayuda de una 



micropipcta cppendorf. cada mezcla fue depositada en orden en los pozos del gel. En los 

extremos del mismo, fueron depositados 200 ng del marcador de pares de bases, como un 

marco de referencia para el tamaño de nuestra banda esperada. 

El gel permaneció siempre sumergido en una solucion amortiguadora TBL 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 amplificados y 

compararlos con el testigo positivo y el marcador de pares de bases (Sambrook el al.. 

1988). 

Posteriormente los geles fueron fotografiados con una camara Fotody ne-Polaroid. 

FCR-10 filtro Tifien 40.5MN1 RED 23 A. provista de película Polaroid 667 instantánea. 

8.-Estudio taxonómico 

La identificación y cuantiticación de las garrapatas se llevaron a cabo en el 

laboratorio, utilizándose las claves taxonómicas para garrapatas de Keiran & Litwak. < 1989) 

y de Furman Se Loomis, (1984) para especies de California. 

9.- Prevalencia y abundancia 

Los índices de densidad de garrapatas se determinaron por la prevalencia (porcentaje 

de perros infestados con garrapatas) y la abundancia por sexo y total (media aritmética y 

desviación estandard [DE]) de el número de garrapatas por perros (incluyendo garrapatas 

positivas y perros sin garrapatas). 

Cabe mencionar que los índices de densidad fueron reportados y graficados por 

especie y por localidad. 

. El término de "garrapatas por perro" se refirió al número colectado en 5 min. de 

colección como lo detalló anteriormente Amerasinghe ei a!.. (1942) y no al numero total de 

garrapatas infestando el cuerpo del perro. 



VI.- RF.Sl 'LTADOS 

1.- Hospederos 

i"n este estudio se colectaron un total de 07 perros durante Agosto 18 de I 004 a 

May o 5 de 1005 de los cuales 65 (67.1" o) fueron machos y 32 (32.0"„) hembras 

distribuidos en cada localidad de estudio con '2(32.0",,) perros en Dulces Nombro. 

23(23.8%) perros en I.a Ciudadela. 15 (15.4°«) en LI Ranchito y 27 (27 9%»en 1:1 Barrial 

Predominó la cruza de razas (criolloi con 83 (85.6%) perros y con I4( 14.4%) de ra/as puras 

('labia 1). Las edades fluctuaron entre 3 meses a 15 años ( labia 2). Los perros de todas las 

edades presentaron garrapatas (Tabla 3). 

2.- Vectores 

Se colectaron un total de 651 garrapatas < \cari:l\odidae) en el periodo de estudio. 

332 51.0 % machos y 310 40.0 % hembras en 70 ^2.16% de 07 pCITos mucstrcados en la 4 

localidades de estudio, la densidad media de garrapatas por perros tue de <>.". con una 

intensidad de infestación de 9.3 garrapatas por perro intestado, de los cuales 4S4 74.34% 

garrapatas (224 machos. 240 hembras) fueron colectadas de 20 perros estudiados en Dulces 

Nombres. 76T 1.68% garrapatas (39 machos. " hembras) de !4 perros muestreados en í a 

Ciudadela. 20/3.08% garrapatas (11 machos. 0 hembras) de 7 perros provenientes de Fl 

Ranchito y 71/10.90% garrapatas(38 machos. 33 hembras) de 20 perros muestreados en F! 

Barrial. (Tabla 4 ) . 

3.- Cepa de referencia Borrelia burgdorferi 

En la figura 3 se observa un gel de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de elidió 

donde se muestra la amplificación de la cepa de referencia después de someterla a PCR. En 

el carril M se observa el marcador de pares de bases pBR'22 ~Alu l fragmentadas de o lo a 

11 pares de bases. En el carril 1 se observa la banda amplificada de aproximadamente 373 

pb. proveniente del gen OspA de B. burgdorferi cepa CDNN-259] utilizada como 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+Alu 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 reveló resultados positivos a la prueba (Tabla 5). 

5.- P C R en muestras de gar rapa tas 

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 ( l ab ia 6). bn la figura \ " 

4 se observa un gel de agarosa al 1.5% donde se apreció la amplificación lograda a partir de 

ADN de B. burgdorferi encontrados en garrapatas removidas de/perros, bn el carril M se 

indica la fragmentación del marcador de pares de bases, en los carriles 2 a 5 se muestra la 

amplificación de 4 bandas correspondiente al ADN de B. burgdorferi cepa CONN-251)!. 

localizado en este tipo de muestras y por último el carril N se observa el control negativo 

Estos resultados coinciden con el testigo positivo de B. burgdorferi cepa CONN-2591 

previamente establecida en carril 1. 

Los resultados obtenidos indicaron que los 2 (3.1%) grupos positivos 

correspondieron a la especie D. variabilis obtenidas de perros de la localidad de Dulces 

Nombres. 1(1.6%) grupo positivo en D. variabilis colectadas de perros de la localidad I 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 l.5% que nos ímieslian el resultado de la prueba de PCR a 

partir de un extracto de grupos de l() garrapatas Carril M el marcador de pares de bases 

pBR322+/Ve l. Carril 1: testigo positivo. Carril 2-5 muestras positivas Carril N: control 

negativo. 



6.6.- ESTUDIO T A X O N O M I C O : 

La identificación toxonómica de las garrapatas removidas de perros localizador en 

Dulces Nombres, N.L., La Ciudadela. N.L.. L1 Ranchito, N.L. y El Barrial. N.l. se 

efectuaron mediante las claves anteriormente mencionadas. 

Del total de garrapatas colectadas se identificaron 521(80.0%) garrapatas R. 

sattguineus (278 machos, 243 hembras). 57(8.8%) D. variabilis (20 machos. 37 hembras). 

60(9.2%) Amblyomma cajeunense (Fabricius. 1787) (30 machos. 30 hembras) y 13(2.0%) 

Boophilus annulatus Salmón & Stiles. 1901, (4 machos. 9 hembras).(Tabla 8 y 9: l;ig. 5 > 

6). 

PHYLUM: Arthropoda{\. Sieboid & Stannius. 1845) 

CLASE: Arachnida (Lamark. 1815) 

SUBCLASE: Acari (Leach. 1817) 

ORDEN: Parasitiforme (Reuter, 1909) 

SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen. 1968) 

FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890) 

(¡ENERO: Rhipicephalus ikoeh 1844. Nuttall 

and Warburton l9 l l .Coo ley 1946. Hoogstraal 

1956) 

(Beaver 1986) 

Rhipicephalus sanguineus 

(Letreille. 1806: Koch. 1844: Coolev 1946) 

( F i g s . 7 y 8 ) 

Descripción: 

Hembra : En vista dorsal son organismos que presentan cuerpo oval, algunos más ancho en 

su parte posterior, generalmente de color café. Partes bucales con paipos cortos y anchos. 

Hipostoma igual a los palpos. Capítulo hexagonal con proyecciones 1 atero-triangular, áreas 

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



ornamentación. Ojos laterales presentes y ] 1 festones ubicados en la parte posterior del 

abdomen. En vista ventral coxa I con dos aguijones un externo delgado y otro interno de 

forma más puntiaguda, coxa II a IV con aguijones externos redondo y pequeños, coxa II y 

III aguijones internos más pequeños en forma de pequeñas protuberancias. Plato espiracular 

corto en forma de coma. 

Macho: En vista dorsal son organismos de cuerpo oval, más amplio en su parte posterior 

Las partes bucales con palpos cortos y anchos. Capitulo hexagonal con proyecciones latero-

triangular. comua presente. Escudo mucho más amplio que en las hembras sin 

ornamentaciones. Festones presentes en la misma cantidad a las hembras. En v ista ventral 

presentan las coxas similares a las hembras pero la única diferencia es la coxa IV con un 

pequeño aguijón interno. Platos o escudos accesorios anal y adanal. Plato espiracular 

elongado en forma de coma. 

Hospedero: Perros (C. familiaris) 

Localización: principalmente de cabeza, orejas, cuello y axilas 

Distribución geográfica: Dulces Nombres perteneciente a Pesquería. N L... La Ciudadela 

Perteneciente a Juárez. N.L.. El Ranchito y El Barrial perteneciente a Santiago. N.L. 

Comentar ios: R. sanguineus pudo ser distiguible de otras garrapatas generalmente por la 

base del capítulo hexagonal con proyecciones latero-triangular y la presencia de festones en 

su parte posterior del abdomen. La base del capítulo de la garrapata B. annuíatus (Salmón 

&. S ti les) es algo parecida a R. sanguineus pero lo que distingue a esta especie tac i 1 mente 

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



PHYLUM: Arthropoda (V. Siebold & Stannius. 1845) 

CLASE: Aracfinida (Lamark, 1815) 

SUBCLASE: Acari (Leach, 1817) 

ORDEN: Parasitiformes (Reuter. 1909} 

SUBORDEN: Ixodida (Van der llammen. 1968) 

FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890) 

GENERO: Dermacentor (Koch. 1844; Nuttal 

& Warburton 1911 y Cooley 1938) 

(Beaver 1986) 

Dermacentor variabilis 

(Say. 1821: Bank. 1908: Cooley. 1938: Arthur 1960) 

(Figs. 9 y 10) 

Descripción: 

Hembras : En vista dorsal son organismos que presenta cuerpo oval elongado con un patrón 

de coloración café con pequeña ornamentación. La partes bucales con palpos cortos anchos 

y moderados. Base del capítulo rectangular ligeramente más ancho que largo, cornua ancha 

y corta. Presenta surcos cervicales poco profundo posterior a la base del capitulo. Escudo 

con un patrón coloración de gris a plata típicamente de variable formas y el rojo-cafe 

presente como coloración de fondo y pequeñas puntuaciones numerosas a lo largo del 

escudo. En la parte posterior al abdomen presentan 11 festones. En vista ventral coxa I con 

largo aguijón interno ligeramente triangular, aguijón externo es más pequeño pero delgado, 

coxa 11 y III con aguijones externos más pequeños y aguijones internos redondos, coxa IV 

con pequeño aguijón externo, aguijón interno ausente o en algunas se observo pequeños 

abultamientos. Platos espiraculares en forma variable típicamente ancho con ligero 

despunte en la prolongación posterodorsal. células muy redondas y numerosas con 

pequeñas puntuaciones cerca de los bordes y en la prolongación posterodorsal. 



Macho: En vista dorsal son organismos de forma oval elongada con una eoloracion blanca 

y café donde predomina la ornamentación. Las partes bucales con palpos cortos anchos. 

Base del capítulo tan ancho como largo. Escudo más amplio que las hembras con patrón de 

coloración de gris a plata y un color rojo-café de fondo, escudo con surcos cervicales 

profundos y cortos posterior a la base del capítulo. Festones presentes en misma cantidad a 

las hembras. En vista ventral aguijones coxales presentes iguales a las hembras pero la 

diferencia en machos es que no hay ningún vestigio del aguijón interno sobre la coxa !Y 

Platos espiraculares anchos con células redondas numerosas y puntuaciones igual a las 

hembras. 

Hospedero: perros (C. familiaris) 

Localización: principalmente de cabeza, orejas, cuello y axilas 

Distribución geográfica: Dulces Nombres perteneciente a Pesquería, N.L., La Ciudadela 

Perteneciente a Juárez, N.L. y F.I Ranchito perteneciente a Santiago. N L. 

Comentario: D. variabilis es una especie muv semejante a Dermacentor andersoni Marx. 

1897, D, occideníalis en la ornamentación del escudo, pero D. variabilis difiere de todas las 

especies de dermacentor en la apariencia granular muy pequeñas, fina y numerosa en los 

platos espiraculares. 



PHYLUM: Arthropoda (V. Siebold & Stannius. 1845) 

CLASE: Aracknida (Lamark 1815) 

SUBCLASE: Acari (Leach 1817) 

ORDEN: Parasitiforme (Reuter 1909) 

SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen 1968) 

FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890) 

Hembra : En vista dorsal son organismos de forma redonda a oval. La coloración 

predomina la ornamentación blanca y un fondo amarillo-café. Las partes bucales con palpos 

delgados y elongados; el segmento 2 mucho más grande que el segmento 3. La base del 

capítulo rectangular. Escudo ornamentado con coloración blanca de forma radiada. 11 

festones presentes en forma de tubérculos quitinosos en el ángulo postero-interno. En vista 

ventral la coxa I con aguijón externo ampliamente más largo que el aguijón interno. 

Espiráculo subtriangular en forma de coma. 

Macho: En vista dorsal son organismos de forma redonda a oval. La coloración con 

ornamentación mucho más amplio que las hembras. Las partes bucales con palpos delgados 

y elongados igual a la hembras. La base del capítulo rectangular. Escudo con un patrón 

amplio de coloración blanca con un fondo de rojo-café radiada desde el centro a la periferia 

con más prevalencia en área central y anterior al escudo. Festones presentes. En vista 

ventral se observó que la coxa I con aguijón external mucho más largo que el aguijón 

interno. Espiráculo subtriangular en forma de coma. 

GENERO: Ambtyomma (Koch 1844. 

Robinson, 1929. Cooley and Kohls. 1944) 

(Beaver 1986) 

Amblyomma cajennense 

(Fabricius, 1787) 

(Figs. I! y 12) 



Hospedero: perros (C. familiaris) 

Localización: principalmente de cabeza, orejas, cuello y axilas 

Distribución geográfica: El Barrial perteneciente a Santiago, N.L. 

Comentario: A, cajennense presenta una semejanza a A. americanum en la forma delgada 

y elongada de las partes bucales (palpos e hipostoma) y en la forma oval de su cuerpo, pero 

diferen en la coloración de los escudos. La hembras A. americanum presenta escudo 

típicamente con una macha blanca en la parte posterior del escudo y el macho A. 

americanum presentó un escudo típicamente más amplio con 2 pares de líneas blancas 

semicirculares en las áreas anterolateral y posterolateral a nivel de los festones y en cambio 

la hembra A. cajennense, el escudo presentó una coloración blanca uniforme de variables 

formas, y el macho A. cajennense presenta un escudo más amplio por lo que la coloración 

variable se observó con más claridad. 



PHYLUM: Arthropoda (V. Siebold & Stannius. 1845) 

CLASE: Arachnida (Lamark, 1815) 

SUBCLASE: Acari (Leach, 1817) 

ORDEN: Parasitiformes (Reuter, 1909) 

SUBORDEN: Ixodida (Van der Hammen. 1968) 

FAMILIA: Ixodidae (Canestrini 1890) 

GENERO: Boophitus (Curtice 1891. Neumann 

1907, Salmón y Stiles 1901,Cooley 1946. 

Arthur 1960) 

(Beaver 1986) 

Boophilus annulatus 

(Salmón & Stiles 1901. Cooley 1946 & Arthur 1960) 

(Figs. 13 y 14) 

Hembra : En vista dorsal son forma ova! con un patrón de coloración café. Las partes 

bucales con palpos mucho más cortos que el hipostoma. La base del capitulo mucho más 

ancho que largo, con márgenes laterales formando cortas extremidades, cornua ausente. 

Escudo ancho en su parte anterior, con márgenes anterolaterales casi paralelos y rectos, ojos 

presentes. Festones ausentes. En vista ventral coxas sin aguijones excepto un corto aguijón 

redondo extemo sobre la coxa I. Tarso II y IV con subapical aguijón ventral. Espiráculos 

redondos a ovales. 

Macho: En vista dorsal de forma oval. Predomina un color café en su cuerpo. Las partes 

bucales con palpos mucho más cortos que el hipostoma. Presentan la base del capítulo 

mucho más ancho que largo, comua presente con margen posterior recto. Escudo 

ligeramente estrecho. En vista ventral coxa l con aguijón extemo e interno de igual medida 

y variable anchura. Coxa II a IV sin aguijones. Platos espiraculares igual a las hembras. 



J J 

Placas adanales y accesorias. Platos o escudos accesorios anal > adanal. lispiráculos 

redondos a ovales. 

Hospedero: perros (C. familiaris) 

Localización: principalmente de cabeza, orejas, cuello \ axilas 

Distribución geográfica: La Ciudadela Perteneciente a Juárez, N.L. 

Comentario: B. annulatus se diferencia de otras especies de garrapatas ya que es una 

especie que presenta palpos típicamente conos y anchos que los hace ser una de las 

características taxonómicas muy notables de otras epecies de garrapatas así mismo como 

ausencia de festones en la parte posterior del abdomen. 



6.7.- PRE VALENCIA Y ABUNDANCIA: 

La prevaíencia fue determinada por el promedio de perros con garrapatas 

observándose que para las garrapatas R. sanguineus el promedio mas alto fue en la 

localidad de Dulces Nombres. N.L. con 90.62% de 32 perros muestreados y el más bajo en 

El Barrial, N.L. con 22.22% de 27 perros muestrados. La abundancia de total fue 

determinada por el número de (garrapatas por perros+desviación standard) en todas las 

localidades muestreadas, observándose que la máxima fue para Dulces Nombres con 

(14.15±17.84) de 453 garrapatas colectadas, y la mínima fue en El Barrial con (0.40±0.93) 

de 11 colectadas. La abundancia por sexo, se presentaron valores máximos para Dulces 

Nombres y los mínimos en El Barrial.(Tabla 10). 

Las prevaíencia y abundancia en D. varia bilis mostró promedios casi equivalentes 

en las localidades de Dulces Nombres, N.L.. La Ciudadela. N.L. y El Ranchito. N.L. 

presentándose la prevaíencia más alta en la localidad de Dulces Nombres con 37.50% de 32 

perros muestredos y una abundancia total de (0.9ór2.26) de 31 garrapatas colectadas, la 

prevaíencia más baja se presentó en La Ciudadela con 17.39% de 23 perros muestreados \ 

la abundancia total más baja se presento en H1 Ranchito con (0.20+0.41). Cabe señalar que 

en El Barrial. N.L. no se presentó ningún perro con garrapatas por lo tanto no se registró 

ninguna D. variabilis, (Tabla 11). 

De las 4 Localidades muestreadas A. cajentiense sólo se observó en la localidad El 

Barrial, N.L. con una prevaíencia de 74.07% de 27 perros muestreados y una abundancia 

total de (2.22+2.24) de 60 garrapatas colectadas. No hay una diferencia significativa en la 

abundancia por sexo en esta especie de garrapatas. (Tabla 12). 

B. annulaíus presentó una prevaíencia de 8,69% de 23 perros muestreados y una 

abundancia total de (0.56±1.87) de 13 garrapatas colectadas en la localidad de La 

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



lo que no se registró la prevalencia y lógicamente también la abundancia de B. annuíatus. 

(Tabla 13). 



VIL- DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Los resultados indicaron que del total de muestras de sangre procesadas por PCR, 

ninguna fue positiva. La utilización de muestras de sangre de perros para diagnóstico 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 reacción de amplificación. 

Opiniones que fortalezen los resultados negativos obtenidos en nuestro estudio son las 

escritas por Johnson et 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 infección. Sin embargo Duray et al.. (1986) menciona la presencia de la espiroqueta 

en sangre de corazón varios meses después de la infección. Asi mismo Moody el al., (1990) 

. detectan la espiroqueta en sangre de ratas Lew/N 30 dias después de inoculación de la 

espiroqueta. A todo lo anterior le agregamos la evidente propagación del agente causal en el 

hospedero, además de ser una enfermedad de largo término, se concluye que quizá haya una 

espiroquetemia intermitente Bosler et al. (1984). 

La falta de diagnóstico de la espiroqueta B. burgdorferi en sangre de perros puede 

ser debido a una intermitencia de la bacteria en la sangre. Pachner et al.. (1993) refuerza 

esto mismo al mencionar que la prueba de PCR es menos sensitiva que los cultivos en la 

detección de B. burgdorferi en muestras de sangre, posiblemente por la presencia de 

inhibidores de la sangre. 

Malloy et al. (1990) escogen 15 muestras de sangre de caninos previamente diagnosticadas 

como positivas en base a síntomas clínicos y serológicos a la EL y las analizan por PCR. 

Los resultados revelaron que sólo 1 de las 15 muestras de sangre fue positiva. Artsob et al., 

(1992) realizaron un estudio en Price Edward Island, Canadá donde detectan B. burgdorferi 

por medio de la lFI en 7 de 75 sueros de perros. Benach et ai, (1983) realizan un trabajo en 

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



muestras de sangre en pacientes en quien presentaron signos y síntomas sugestivos de la 

EL. Se concluyó que un bajo porcentaje en los aislamientos (2 de 36). se debió 

problablemente a la persistencia de la espiroqueta en sangre (espiroquetemia) y 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 determinó que 2 de 100 

pacientes resultaron positivos. Burgess el al. (1986) determinaron B. burgdorferi por 

medio de hemocultivo. Se confirmaron que 8 de 111 perros fueron positivos, ellos 

mencionan que el nivel y duración de la espiroquetemia en perros es incierta. La 

espiroqueta fue aislada de animales clínicamente norma!. Se mencionó que se debe tener 

cuidado en la toma de sangre de animales, ésta técnica podría ser una buena práctica 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 

resultó ser positiva en el 6.3% de las garrapatas D. variabilis, de lo cual el 3.1% de los 

especímenes fueron de la localidad de Dulces Nombres perteneciente a Pesquería. N. L. y 

1.6% fue para la localidad La Ciudadela perteneciente a Juárez. 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 León así mismo como en el país, 

un estudio semejante en garrapatas para realizar su comparación con los resultados 

obtenidos, en Nuevo León se han realizado dos estudios acerca de la El que representan un 

valor diagnóstico, uno es el descrito por Welsh et al., (1992) que reportan en localidades sin 

conocer del estado de Nuevo León la presencia de B. burgdorferi por medio de la técnica 

de ELISA en sangre de 8 pacientes con edades entre 7 y 65 años con antecedentes de haber 

sufrido picaduras de artrópodos hematófagos y que presentaban lesiones eritematosas 

anulares en la piel ligeramente pruriginosa, así como malestar general. Estos hallazgos 

refuerzan la importancia clínica que tiene la EL en México, y más aun. la necesidad de 

contar con un procedimiento diagnóstico acertado y oportuno en la población humana, pues 



con el presente trabajo se comprueba la existencia de artrópodos transmisores que conviven 

en el medio doméstico rural, Así mismo el segundo trabajo, reforzando el estudio 

diagnóstico anterior, Salinas et al., (1995), detectan la bacteria mediante la prueba de PCR 

en dos biopsias de piel de pacientes y en líquido sinovia! de un perro con artritis, éstos 

resultados nos confirman la presencia de la espiroqueta en el estado de Nuevo León. Por 

otra parte en algunos países el estudio de los vectores transmisores de B. burgdorferi tiene 

gran importancia epidemiológicamente, por ejemplo en los Estados Unidos de 

Norteamérica donde la incidencia de casos humanos en 1990 fue de 7,943 casos y en 1991 

llegó a 9,344 casos reportados por U.S. Center for Disease Control, (CDC) Guyette et ai, 

(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 et al. (1990) detectan por medio de la prueba 

de PCR 15 de 15 garrapatas I. dammini mantenidas en laboratorio. Teltow et al., (1991) 

cultivaron B. burgdorferi mediante el medio BSK 7 de 1024 grupos de garrapatas. De los 

aislamientos espriroquetales, la garrapatas involucradas fueron A. americanum. A. 

maculatum e I. scapular is. Feir et ai, (1994) conducieron un trabajo de investigación 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 IFI. Todas las garrapatas fueron colectadas en el Sureste de Missouri 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. variabilis 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 mostró un porcentaje de infección casi 



similar en ambos estudios. Reportes mas reciente son los hechos por Pichón el al., (1995) 

quienes en la región de Rambouillet cerca de París, Francia detectan la espiroqueta por 

medio de la PCR. Los resultados revelaron que 30 de 249 ninfas I. ríe in us fueron positivos. 

Burgdorfer el 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. Así también Teltow el 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" <4. americanum. 

El presente trabajo ha desarrollado un ensayo basado sobre la PCR para la detección 

de B. burgdorferi y esta técnica ha sido aplicada para la detección de secuencias del gen 

OspA de la bacteria en garrapatas removidas de perros en 4 localidades rurales del estado 

de Nuevo León. La ventaja potencial de usar PCR en este contexto incluye, (i) La 

producción de una secuencia amplificada que puede ser usada para caracterizar o demostrar 

la clasificación de un patógeno, (ii) la habilidad para detectar el organismo en especímenes 

muertos considerados un análisis inadecuados por otros medios convencionales y (iii) 

amplificar secuencias múltiples de un producto dentro de algún espécimen Persing el al., 

(1990). 

Este trabajo registra la presencia de garrapatas D. variabilis con un segundo lugar en 

abundancia por localidades de estudio, y la única especie portadora de B. burgdorferi en 

tres localidades rurales del estado de Nuevo León de las cuatro estudiadas, constituyendo 

así el primer reporte de éste microorganismo en garrapatas en el estado de Nuevo León, 

Méx. Lo anterior nos explica que D variabilis presenta buena competencia vectorial y quizá 

tenga un impacto epidemiológico de la EL en el estado. 



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 León y los 

estados vecinos. 

Del total de perros muestrados se colectaron en total de 651 garrapatas, de los 

cuales, los resultados taxonómicos nos indicaron una abundancia total de R. 

sanguine us{ 80.0%), i. cajennense(9.2%). D. variabilis(%.%%) y B. annu!atus(2.Q%). 

Estudios taxonómicos de garrapatas colectadas de perros como potenciales vectores de la 

EL no se conoce en el estado de Nuevo León. En la actualidad en países extranjeros donde 

la EL toma gran importancia se ha realizado estudio por ejemplo Teltow et ai, (1991) 

examinaron de Noviembre de 1988 a Diciembre 1989 en Texas artrópodos 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 artrópodos 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 / / . 

leporispalustris y 445 Ixodes scapularis. Rawlings & Teltow (1994) realizaron un trabajo 

en Texas entre 1990 y 1992 para determinar la pre\ alenda de la espiroqueta B. burgdorferi 

en garrapatas. La espiroqueta se detectó en 1.03° o de 5.141 garrapatas. Estudio taxonómico 

identificaron garrapatas de siete diferente especies de las cual se incluyen 2.901 fueron A. 

americanum, 1 A. maculatum, 70 O. nigrolineatus, 44 D. variabilis. 1021 / / . 

leporispalustris, 20 R. sanguineust 326 Ixodes sp. Keirans & Litwak (1989) realizaron 

claves taxonómicas para garrapatas del género Ixodes para ser usadas como una 

herramienta para identificar garrapatas potenciales vectores de la EL en el este de 

Mississippi. Se identificaron 6 géneros 27 especies de garrapatas dura(Ixodidae) de las 

cuales incluyeron géneros tales como 3 Amblvomma (A. americanum, Amblyomma 

dissimile Koch, 1844, Amblyomma tuberculatum Marx,) 1 Boophilus (B. annulatus), 3 

Dermacentor (D. albipictus, Dermacentor nitens Neumann y D. variabilis). 2 

Haemaphysalis(Haemaphysalis chordelis Packard > H. Leporispalustris). 16 Ixodes 

(Ixodes affinis Neumann, Ixodes angustus Neumann. Ixodes baergi Cooley & Kohls. 



Ixodes banksi Bishopp. Ixodes brunneus Koch, L cooke i. /. dammini, /. den tat us. Ixodes 

kingi Bishopp, Ixodes marxi Banks, Ixodes minor Neumann. Ixodes muris Bishopp. 

I.scapularis, Ixodes sculptus Neumann. Ixodes texanus Banks e Ixodes woodi Bishopp^ y 

1 Rhipicephalus {R. sanguineus). 
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Fig. 1. Mapa de distribución de las cuatro localidades de estudio. 

Fig. 2. Representación del gen OspA y la localización de los iniciadores usados en la 

amplificación por PCR. 

Fig. 3. Gel de agarosa al 1.5% que nos muestra una banda amplificada de ADN de la cepa 

de Borrelia burgdorferi. 

Fig. 4. Gel de agarosa al 1.5% que nos muestra el resultado de la prueba de PCR a partir 

de extractos de grupos de 10 garrapatas. 

Fig. 6. Porcentaje de garrapatas Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor 

variabilis, Amblyomma cajennense y Boophilus annulalus colectadas de perros 

en las cuatro localidades rurales del estado de Nuevo León, México. 

Fig. 7. Porcentaje de garrapatas por sexo Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor 

variabilis, Amblyomma cajennense y Boophilus annulatus colectadas de perros 

en las cuatro localidades rurales del estado de Nuevo León, México. 

Figs. 7 y 8. Rhipicephalus sanguineus (Letreilie): Fig. 7. Vista dorsal, hembra; 

Fig. 8. Vista ventral, hembra. 

Figs. 9 y 10. Dermacentor variabilis (Say): Fig. 9. Vista dorsal, macho; Fig. 10. 

Vista ventral, macho. 



Figs. 11 y 12. Amblyomma cajennense (Fabncius): Fig. 11. Vista dorsal, hembra; 

Fig. 12. Vista ventral, hembra. 

Figs. 13 y 14. Boophilus annulatus (Salmon & Stiles): Fig. 13. Vista dorsal, 

hembra; Fig. 14. Vista ventral, hembra. 
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Fig. l . Mapa de distribución de las cuatro localidades de estudio. 
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APniMMCE 



LISTA DE H O S P E D E R O S VERTEBRADOS E INVERTEBRADOS DONDE SE HA 

PRESENTADO Borrelia burgdorferi. 

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

vectores, animales domésticos y silvestres, varios autores han realizado estudios sobre este 

tema entre los cuales se enlistan: 

Lista de vectores donde se ha detectado a Borrelia burgdorferi 

V CIENTIFICO N. COMI.N 

TECNICA 

DE EST! DIO LI CAR Al T O H 

Ixodes damnum Garrapata Bbk I >atc v H4<-kLmi Omu ti al '.'•»8J 

Ixodes pacificas Garrapata IFI Ort̂ un v Caiitumia Bur̂ doner et ut |98< 

Ixodes dammini Garríala •Saint C n i i Valle\ USA Weisbrod A Johnson 1989 

Dermacentor variabilis Garrapa la IFD Bit-uingliam. Alabama Piesman A Stnsk> 19X8 

Ixodes ¿canutará Garrapata 1FD Binmng.bam Alabama Piesman & Sinxky 1988 

Amblyomma amerkanum Garrapata IFD »imim^han. Alabama Piesinan S. Sinsky '980 

Ixodes pacificus Garrapata !FI i >i m!Ic t alilumid Monscn ri ni IWti 

Ixodes dammini Garrapata (I jt>l PCR (ireal 1 West Yarmoutti. Mass Persing a f i ] Wfj 

Ixodes dammini Ganapaia (campo) K R Samuckei Islaud. Mass Persi ng ti ni mi; 

Ixodes eookei Garrapata IFI V irum 13 y Carotina dei None Levine et al 1991 

A.mbiyomma amerkanum Garrapata IH V 'rgniirt > C arohna del None Levine m a! |9<J! 

Dermacentor variabilis Garrapata Il t Viti;;.«a > Cai jlv.ia Jet Sunt Levine i'ì al m i 

Ixvdes dentatus Garrapata II 1 V i'j ri.a s Carolina del None invine ei al 1991 

Haemophisalis leporispaiustris Garrapata [FI V ironia > Caroliid del Sorte Levine ri ni 1991 

Ixodes dammini Garrapata IFI \ irunua > Carolina del None lavine al l 99 1 

A milyomma americxanum Garrapata IFI e IFD ! ste CenLraJ de Alabama Lockhan ci ul 19v 1 

Ixodes dammini Garrapata IFI e IFD Lsia C entrai de Alabama 1 ucLhad w a' 1791 

Ixodes scapular is Garrapata IH c IH> t--.ie Centi di de Alabama l_ut~khart v' 'i/ 1991 

Amblyomma americanun Garrapata Hik e IH Texas Tel lem •ri ti! 1991 

Amblyomma macu latum Garrapata USk e IFI Texas 1 sltuM li al 1991 

Ixodes scapular is Garrapata BSKe IFI TCKJS Tello* ci al 199 Í 

Cienocephalides felis • Pillea BSKe IFI 1 c\ai Tello» fi iil 1991 

Dermocrnsor variabilis Garrapata BSK e IFS Teiai leltow fi al 1991 

Ixodes scapularis Garrapata ELISA e IFI Oklahoma Mukolvc a al 1992 

Ixodes dammini Garrapata IFI Wtstonsm Sharon fi al 1992 

Dermacentor variabilis Garrapa» [FI Missouri ^ M IAHIIS Feir «v al 1994 

Amblyomma americanam Garrapata IH Missouri Si 1-ouis Feir ci al 1994 

Amblyomma amerkanum Garrapata IFD le\iL> Raulitici & fello* 1994 

Ixodes ricinus Garrapata PCR Parib. Francia Pichot et ni 199 < 



Lisia dt hospederos (Penosi donde se ha detectado a Borrelia burgdorferi 

TECNICA 

N. CJENTJKJf 0 N. COMI N Dfc ESTL DfO LIGAR AUTOR \no 

Canis familiaris Perro 1F1 C'onneüK ut Magri aretli 17 ni 

Canis famìlìaris Perro IM Wisconsin Buryess is>«e, 

Canis familiaris Perro IFI Carolina del None Greene et al l ''KB 

Canis familiaris Perro II 1 Texas Cohen et ni IWi 

Canis familiaris Perro IH Baltimore. Maryland Mallov fi ut 

Canis familiaris Perro PCR Baiti mure. Maryland Malloy ri ili l'JVO 

Canis familiaris Perro IH Oroville. California Monsen ei ni I M 

Canis familiaris Perro IH Pntc 1 nwanj isJanii. Canada Arstsofl et u/ ¡•/'i; 

Conti familiaris Perro PCR Nuevo Leon. Mexxr Salinai ei ul 

Oíros animales domésticos y sil* • estres donde se ha delectado J Borrelia burgdorferi 

T ECS IC A 

N. CIEiSTIFI CO N. COMI N RE ES II DIO I-ICAR AUTOR 

Procyon tutor Mapache RSK L\mc v Haddam. Conn Anderson ti al I9S3 

Peromyscus Leucopus Ratón patas blancas BSK l vme y Haddanl. Curili Anderson et al IVSJ 

Ovis aries Borrego El ISA Non/età Fndnisdoriir e' ut JV85 

Equus caballas Caballo IFI Connecticut v Massachusetts Marcus ei al 1081 

Equus caballas Caballo ü"l Ck-nnuiiicut > Massachusetts Magnare! li ci ni 1V8< 

» Sutc-te de Nueva urt. 

Odocoileus virginianus Venado cola blanca IH! Prince Ldward Island. Canada Arsisob ei al Ì'.9: 

Lista de ¿studios en humanos donde se a üeteciado 3 Borrelia burgdorferi 

TECNICA 

N. CIENTIFICO N. COMUN DF. ESTl DIO LIGAR AUTOR A fi() 

'Homo sapiens Humano BSK e IFI y 1FD Long Uland v la Provincia Benach et ni 1981 

Westcheslei. N Y 

Homo sapiens Humano BSK New York. Manhasset. NY Berger ri tli W ' 

> Hamilton. MT 

Homo sapiens Humano BSK Texas Rawìtnjis ei al l'i»"1 

Homo sapiens Humano PCR Belgica De bue <1 al l'l'i 1 

Homo sapiens Humano PCR •\lemania Kniyer et ni i'«n 

Homo sapiens Humano PCR Augusta. Georgia Rabb ei ul 1V<) 2 

Homo sapiens Humano ti ISA Nuevo Leon. Mexico Wclsli ei 1 il m ; 

Homo sapiens Humano PCR Nuevo Lttxi. Me*n.o Sai mas et ul 

Cepa de Borrelia burgdorferi • 

1 tCNIC A 

N. CIENTIFICO ¡V. COML'N DF ESTl 0IO LIGAK A l TOR AÙO 

Borrelia burgdorferi Bítteri a( espiroq u ela) PCR Alemania Kniger t i al IWI 




