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Resumen. Borrelia burgdorferi es el agente causal de Borreliosis de
Lyme, una enfermedad infecciosa multisistémica transmitida al humano por
la picadura de garrapatas del género Ixodes. En los últimos años se ha postu-
lado una posible asociación entre ésta espiroqueta y esclerodermia localizada
(morfea). Sin embargo, los datos publicados no han proporcionado pruebas
inequívocas de tal asociación. En Suramérica, incluida Venezuela (estado Zu-
lia) se han detectado pruebas serológicas positivas en pacientes con morfea.
El objetivo de este estudio fue buscar evidencia definitiva de la infección por
Borrelia burgdorferi en pacientes con morfea, mediante la detección del ADN
bacteriano en muestras de piel. En los 21 pacientes la PCR resultó negativa.
La ausencia de amplificación de la secuencia blanco seleccionada en las mues-
tras estudiadas no apoyan una asociación entre la infección por Borrelia burg-
dorferi y las lesiones escleróticas de morfea, pero tampoco descartan la posibi-
lidad de una relación entre morfea y una genoespecie desconocida del com-
plejo Borrelia burgdorferi sensu lato, entre morfea y una especie diferente de
Borrelia o entre morfea y otra espiroqueta, como agente etiológico de la le-
sión en la localidad.

Invest Clin 51(3): 381 - 390, 2010

Autor de correspondencia: Fabiola Espinoza-León. Cátedra de Bacteriología y Virología, Facultad de Medicina,
Universidad del Zulia. Maracaibo, Venezuela. Correo electrónico: fabiolaespinoza@yahoo.com.



Using the polymerase chain reaction to Borrelia burgdorferi
infection in localized scleroderma injure (morphea),
in Venezuelan patients.
Invest Clin 2010: 51(3): 381 - 390

Key words: Lyme Borreliosis, Borrelia burgdorferi, localized scleroderma, Vene-
zuela.

Abstract. Borrelia burgdorferi is the causative agent of Lyme Borreliosis,
an infectious multisystemic disease transmitted to humans by the Ixodes
ticks bite. A possible association of Borrelia burgdorferi with localized
scleroderma has been postulated. However, published data do not provide un-
equivocal results. Previus serologic analysis of patients with localized
scleroderma in South American countries (including Venezuela), have been
reported as yielding some reactivity. The present study looked for evidence of
Borrelia burgdorferi infection in venezuelan patients with localized
scleroderma, using the polymerase chain reaction to analyze 21 skin samples
of patients with this skin condition. The results were negative in all the sam-
ples studied. Our data do not support an association of Borrelia burgdorferi in-
fection and the sclerotic lesions of localized scleroderma; but do not rule out
the possibility of a relationship between localized scleroderma and an un-
known geno-specie of Borrelia burgdorferi sensu lato complex, a different
Borrelia specie or a different spirochetal organism, as the etiological agents
of the skin lesions in this area.
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INTRODUCCIÓN

Borrelia burgdorferi es el agente causal
de la Borreliosis de Lyme, una enfermedad
infecciosa multisistémica transmitida al hu-
mano por la picadura de garrapatas del gé-
nero Ixodes. Los primeros reportes de la
enfermedad fueron publicados en Europa, a
finales del siglo XIX, pero no fue sino hasta
1975 cuando todas estas tempranas des-
cripciones cobraron importancia, con la
epidemia de artritis ocurrida en Lyme, Con-
necticut, USA, de donde toma el nombre de
enfermedad de Lyme, posteriormente cam-
biado a Borreliosis de Lyme, a partir del ais-
lamiento de la bacteria Borrelia burgdorferi
por William Burgdorfer, en 1982 (1, 2).

A pesar de que ésta patología ocurre
en todo el mundo, la incidencia real y la
distribución es todavía incierta, ya que la
mayoría de los reportes provienen de países
desarrollados (2,3). Sólo en ellos se ha ais-
lado el agente etiológico a partir de mues-
tras humanas, de los reservorios y de las ga-
rrapatas. En Norteamérica y en Europa, la
infección transmitida por la picadura de ar-
trópodos es la más frecuente. China, Japón,
Australia, África y Sudamérica también la
reportan (3); sin embargo, la presencia de
anticuerpos para esta espiroqueta sólo ha
sido demostrada mediante cultivo en el he-
misferio norte.

Desde su aislamiento inicial en 1982,
se han identificado cientos de cepas de B.
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burgdorferi. Los análisis moleculares de di-
chas cepas indican la existencia de diferen-
cias genéticas y fenotípicas entre las mis-
mas. Por esta razón se definió un grupo o
complejo que comprende las distintas espe-
cies o grupos genómicos de Borrelia asocia-
dos con la Borreliosis de Lyme, el cual ha
sido denominado complejo Borrelia burg-
dorferi sensu lato. Dentro de ese complejo
existen 10 especies, de las cuales hasta la
fecha, solo tres se consideran patógenas pa-
ra los humanos: B. burgdorferi sensu stricto,
B. garinii y B. afzelii (3).

Las distintas especies de Borrelia están
distribuidas en diferentes áreas geográficas;
B. sensu stricto se distribuye en Norteamé-
rica y Europa Occidental, B. afzelii se en-
cuentra en Europa Occidental, Central y en
Rusia y B. garinii se localiza en Europa, Ru-
sia y Norte de Asia (4).

Diversos estudios demuestran que las
manifestaciones clínicas de la enfermedad
pueden variar de acuerdo a la genoespecie
infectante de B. burgdorferi sensu lato: en
pacientes con artritis, las cepas más co-
múnmente aisladas pertenecen a B. burg-
dorferi sensu stricto; mientras que B. garinii
está más involucrada en casos donde predo-
minan las manifestaciones neurológicas y
las cepas de B. afzelii son más prevalentes
en las formas cutáneas de la enfermedad,
como son la acrodermatitis crónica atrófica
(ACA) (5).

Por otra parte, las manifestaciones clí-
nicas varían entre los pacientes de Norte-
américa y los de Europa y Asia. Por ejem-
plo, la encefalomielitis severa y la ACA son
más comunes en Europa, en contraste con
la artritis que es más frecuente en Norte-
américa. Este hecho es explicado, en parte,
por las diferentes genoespecies de Borrelia
responsables de la enfermedad en las distin-
tas regiones geográficas que pueden tener
variados tropismos tisulares, posiblemente
por diferencias genéticas entre las poblacio-
nes afectadas (3, 4).

Las garrapatas del género Ixodes son los
vectores o transmisores de la enfermedad;
se han descrito diferentes especies transmi-
soras: Ixodes ricinus en Europa; Ixodes per-
sulcatus en Asia y en el este de Europa; Ixo-
des pacificus e Ixodes scapularis (antes lla-
mado Ixodes dammini) en Norteamérica
(1). En Venezuela se han encontrado garra-
patas del género Ixodes: Ixodes iatrellei,
Ixodes ioricatus e Ixodes venezuelensis, que
pudieran representar vectores potenciales
de la enfermedad en la región (6).

La Borreliosis de Lyme es una enfer-
medad infecciosa compleja, que ataca piel,
articulaciones, corazón y sistema nervioso.
Las manifestaciones clínicas son variadas y
solapadas, debido a la múltiple afectación
de órganos en las diferentes etapas, simu-
lando enfermedades infecciosas y no infec-
ciosas (2).

La esclerodermia localizada o morfea,
es un desorden caracterizado por engrosa-
miento e induración de la piel y del tejido
celular subcutáneo debido a un depósito ex-
cesivo de colágeno (7). Morfea tiene una in-
cidencia de 27 nuevos casos anuales por mi-
llón de habitantes. La incidencia real puede
ser mayor, ya que muchos pacientes no bus-
can atención médica debido a la naturaleza
benigna de la condición (8). La etiología de
la esclerodermia localizada se ha asociado a
la infección por B. burgdorferi, sin embargo
la información publicada hasta la fecha no
provee resultados definitivos (9).

En Sudamérica se han detectado anti-
cuerpos frente a B. burgdorferi en pacientes
con morfea, en Venezuela (estado Zulia)
(6) y en Colombia (10). En cuanto a la epi-
demiología de los casos positivos en el esta-
do Zulia la mayoría de los casos provenían
de zonas rurales boscosas y montañosas
como la Sierra de Perijá y el contacto con
animales de granja usualmente fue positivo.

En la actualidad se disponen de dife-
rentes métodos de laboratorio, los cuales
en combinación con los antecedentes epi-
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demiológicos y los hallazgos clínicos, per-
miten confirmar el diagnóstico de la infec-
ción por B. burgdorferi (2, 11). Dos de estos
métodos se considera que proporcionan evi-
dencia definitiva de la infección espiroque-
tal: el cultivo y la prueba reacción en cade-
na de la polimerasa (PCR), siendo el prime-
ro de ellos el ”gold standard” del diagnósti-
co, pero pocos laboratorios cuentan con el
medio de cultivo especifico (Barbour-Stoen-
ner-Kelley (BSK-I))

El método más sensible disponible
para hacer diagnóstico de laboratorio son
las pruebas serológicas, las cuales, repre-
sentan el medio más práctico para confir-
mar la enfermedad, debido a su menor cos-
to y fácil realización. Presentan una mode-
rada especificidad (72-89%), debido a su fal-
ta de estandarización responsable de varia-
ciones interlaboratorios y a la existencia de
reacciones cruzadas con otros microorga-
nismos (Treponema pallidum, Borrelia recu-
rrentis, Helicobacter pylori, Ehrlichia, Babe-
sia), enfermedades autoinmunes (lupus eri-
tematoso sistémico) y síndromes virales (vi-
rus Epstein-Barr) (12).

La amplificación de secuencias especí-
ficas del ADN de la espiroqueta usando la
reacción en cadena de polimerasa (PCR), a
partir de muestras de biopsias de piel, san-
gre, orina, liquido cefaloraquideo (LCR) y
liquido sinovial, proporciona evidencia defi-
nitiva de la infección en fluidos corporales y
es particularmente útil en individuos que se
encuentran en las etapas temprana disemi-
nada y tardía (13, 14). Esta prueba se utili-
za como marcador definitivo de enfermedad
en los países donde previamente se haya
cultivado previamente la bacteria de mues-
tras como sangre, LCR o líquido articular.

En vista de la localización en el estado
Zulia de regiones rurales con característi-
cas ecológicas propias para el desarrollo de
las garrapatas y de animales que pueden ser
reservorios potenciales; la evidencia previa
de anticuerpos específicos en la población

regional y la existencia de pacientes con
manifestaciones clínicas de tipo dermatoló-
gico asociadas con la enfermedad, quienes
reciben tratamiento sin tener un diagnósti-
co etiológico preciso, se hace necesario el
diagnóstico de la infección por Borrelia
burgdorferi en dichos pacientes mediante la
utilización de una técnica que proporcione
evidencia definitiva de la infección como lo
es la reacción en cadena de la polimerasa.

El objetivo de este estudio fue buscar
evidencia definitiva de la infección por Bo-
rrelia burgdorferi en pacientes con morfea,
mediante la detección del ADN bacteriano
en muestras de piel de pacientes con el
diagnóstico clínico e histológico de morfea.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se diseñó una investigación descripti-
va, prospectiva, transversal que pretendió
establecer si las manifestaciones dermatoló-
gicas (morfea) de los pacientes correspon-
dían o no a la infección por B. burgdorferi, a
través de la realización de la prueba de bio-
logía molecular reacción en cadena de la
polimerasa, en muestras de piel que fueron
recolectadas en un solo momento durante
la visita del paciente al laboratorio de inves-
tigación.

Población de estudio
Se estudiaron 21 sujetos de diferentes

edades y sexo quienes acudieron entre mar-
zo del 2004 y agosto del 2005, al Laborato-
rio HLA y Biología Molecular del Banco de
Sangre de Maracaibo, Venezuela, quienes
fueron seleccionados mediante la técnica
de muestreo intencionado a partir de las
consultas de infectología y dermatología de
los hospitales públicos y privados del estado
Zulia. Los criterios de inclusión fueron: pre-
sencia de esclerodermia localizada (morfea)
y una prueba de anticuerpos mediante la
técnica de ELISA positiva para B. burgdorfe-
ri. Se excluyeron todas aquellas personas
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que presentaban manifestaciones clínicas
diferentes a la ante mencionada.

Los pacientes se diagnosticaron como
esclerodermia localizada (morfea) median-
te criterios clínicos: lesiones localizadas in-
flamatorias con borde violáceo, con bordes
bien delimitados, alopecia y anhidrosis, hi-
perpigmentadas o hipopigmentadas, con fi-
brosis y atróficas e histopatológicos: atrofia
epidérmica y un engrosamiento e indura-
ción de la dermis, dado por excesivo depósi-
to de colágeno (15).

Se realizó una entrevista personal a to-
dos los sujetos de la población de estudio
con la finalidad de llenar una historia clíni-
ca, para investigar antecedentes de picadu-
ra de garrapatas, visita a regiones rurales o
boscosas, signos y síntomas compatibles
con la patología, tiempo de evolución y tra-
tamiento médico recibido.

Obtención de las muestras
Muestra de piel (biopsia): Previa asep-

sia y antisepsia del área donde se encontró
la lesión de morfea, se aplicó anestesia lo-
cal subcutánea (cifarcaína al 1%) y se reali-
zó biopsia en saca bocados de 2 mm de diá-
metro del borde de la lesión; posteriormen-
te se suturó el área y se cubrió con gasa es-
téril. La biopsia fue colocada en un tubo de
ensayo con 1 mL de buffer TE (0,5 mL M
Tris-HCL, pH 9,0; 0,02 M EDTA; 0,01 M
NaCl) y llevada al laboratorio para proceder
a la extracción del ADN.

Lisis celular y extracción del ADN de piel
Las biopsias de piel fueron retiradas de

los tubos de nsayo y luego cortadas con tije-

ras quirúrgicas para dividirlas en pequeños
fragmentos. Estos últimos se transfirieron a
un tubo cónico de 15 mL y se procedió a la
extracción del ADN mediante el protocolo
de extracción con fenol-cloroformo reco-
mendado por 12° Taller Internacional de
Histocompatibilidad (16).

Prueba diagnóstica reacción en cadena
de la Polimerasa

Se realizó una “nested PCR” a partir
de biopsias de piel, con primers específicos
para el gen de la flagelina de B. burgdorferi
(17). Las secuencias de los “primers” utili-
zados y los subfragmentos amplificados se
muestran en la Tabla I.

En estudios previos se demostró que
los “primers” utilizados no hibridan con el
gen de la flagelina de otras bacterias como
Treponema pallidum, Treponema denticola,
Yersinia enterocolítica y Escherichia coli
(17). La especificidad de las secuencias de
estos “primers” fue comprobada mediante
revisión en el programa Blast (Basic Local
Alignment Search Tool) del NCBI (National
Center for Biotecnology Information).

Los parámetros utilizados en el ensayo
de PCR fueron: 40 ciclos en la PCR externa
y 30 ciclos en la PCR interna. Las tempera-
turas y tiempos que se utilizaron en los ci-
clos fueron: desnaturalización: 94°C por 30
segundos, hibridación: 48°C por 1 minuto y
elongación: 72°C por 2 minutos (17).

Procedimiento de la nested PCR
La mezcla de reacción de 25 µl usada

en la PCR externa contenía: 1) 12,5 µL PCR
master mix (Promega®): Taq ADN Polyme-
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TABLA I
SECUENCIAS DE LOS “PRIMERS” UTILIZADOS Y SUBFRAGMENTOS AMPLIFICADOS

Gen blanco Primer Secuencia Subfragmento amplificado

Flagelina Primer externo A1
Primer externo A2

5´-CTGCTGGCATGGGAGTTTCT-3´
5´-TCAATTGCATACTCAGTACT-3´

730 bp

Primer interno B1
Primer interno B2

5´-AAGGAATTGGCAGTTCAATC-3´
5´-ACAGCAATAGCTTCATCTTG-3´

290 pb



rasa, dNTPs, MgCl2 y buffer de reacción
(Promega®, 2004), 2) 5 µl. ADN extraído y
3) 25 picomoles de cada uno de Set de “pri-
mers” externos (A1A2).

La mezcla de reacción de 25 µL usada
en la PCR interna contenía: 1) 12,5 µL.
PCR master mix (Promega®), 2) 5 µL del
Producto amplificado y 3) 25 picomoles de
cada uno de Set de primers internos
(B1B2).

Se procesaron además como control
positivo, ADN genómico de la cepa B31 de
B. burgdorferi obtenido de la American
Type Culture Collection (ATCC 35210) y
como control interno, se realizó la amplifi-
cación del gen de la Beta-globina humana.
Los primers utilizados para la amplificación
del gen de la Beta-globina humana fueron:
5´-CAACTTCATCCACGTTCACC-3´ y 5´-GA
AGAGCCAAGGACAGGTAC-3´. El subfrag-
mento amplificado del gen de la Beta-globi-
na humana tiene un tamaño de 268 pb
(18). En la fase de estandarización de la
PCR se incluyó el estudio de pacientes apa-
rentemente sanos (n=10) y con otras pato-
logías, dermatológicas o no, como sífilis
(n=5), acrodermatitis crónica atrófica
(n=3), fascitis eosinofílica (n=1), artritis
reumatoide (n= 4), ehrlichiosis (n=2), tu-
berculosis (n=7) y hemiatrofia facial (n=2)
(19).

Electroforesis en gel
La verificación de los productos de am-

plificación se hizo mediante electroforesis
en gel de agarosa al 2% de la siguiente ma-
nera:

Se cargaron los pozos del gel con mar-
cador de peso molecular pGEM (Promega®)
(5 µL), 1 pozo, ADN control (5 µL), 1 pozo,
producto amplificado (4 µL) resto de los po-
zos. A cada pozo se añadió 1 µL de buffer de
carga (loading dye blue/orange 6x) (Prome-
ga®) y se corrió a 100 mv y 60 miliamperios
durante 1 hora y 30 minutos.

Análisis estadístico
Los resultados obtenidos se expresaron

en valores absolutos y porcentajes.

RESULTADOS

Todos los pacientes en estudio se en-
contraban en la etapa tardía o crónica de la
enfermedad, es decir, presentaban más de
un año de evolución. Así mismo todos los
sujetos refirieron el antecedente de la visita
o permanencia en áreas rurales.

En relación con la picadura de garra-
patas, dos de los individuos estudiados refi-
rieron dicho antecedente (9,52%).

En cuanto a la administración de trata-
miento antibiótico se encontró que 14 suje-
tos (66,66%) recibieron antibióticos antes
de empezar el estudio y 7 (33,33%) no los
recibieron. Los antibióticos recibidos fueron
doxiciclina (tetraciclina) y ceftriaxone, am-
bos con actividad contra Borrelias. En estu-
dios serológicos previos el uso de antibióti-
cos no modificó los resultados de las prue-
bas inmunológicas y no tenemos evidencias
si estos podrían negativizar una prueba de
PCR, porque aunque los antibióticos destru-
yen la bacteria, todavía fragmentos de ADN
pueden persistir en los tejidos (20).

El ensayo nested PCR de las biopsias
de piel de pacientes con morfea no mostró
amplificación de las secuencias selecciona-
das del gen de la flagelina: subfragmentos
de 730 bp (PCR Externa) y 290 bp (PCR in-
terna); como se muestra en la Fig. 1. En los
carriles correspondientes a las muestras de
ADN de los pacientes solo puede apreciarse
la banda de 268 pb correspondiente al gen
de la Beta-globina humana, usada como
control interno de amplificación.

DISCUSIÓN

Desde que la relación entre B. burgdor-
feri y morfea fue sugerida por primera vez
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en 1985 por Aberer y col. (21), muchas in-
vestigaciones han sido conducidas para es-
tablecer una posible asociación entre am-
bas patologías. Algunos estudios, la mayoría
europeos, usando diferentes técnicas como
inmunohistoquímica (22), cultivo (23-25),
serología (23, 25-28) y reacción en cadena
de la polimerasa (17, 24, 29) han demostra-
do dicha asociación. Por el contrario, los es-
tudios realizados en Norteamérica (10, 29,
30, 31) han fallado en ese propósito (30-
32). La asociación entre las diferentes ma-
nifestaciones clínicas de Borreliosis de
Lyme y las distintas genoespecies de B.
burgdorferi puede parcialmente explicar es-
tos resultados controversiales. Balmetti y
Pifferetti (5) reportaron asociación entre
síntomas cutáneos (EM, ACA) y la genoes-
pecie B. afzelii, Fujiwara y col. (31), detec-
taron B. afzelii y B. garinii (genoespecies
Europeas), pero no B. burgdorferi sensu
stricto, en biopsias de pacientes de Alema-
nia y Japón con morfea, usando reacción en
cadena de la polimerasa. Es importante se-
ñalar que la genoespecie predominante en
Norteamérica, B. burgdorferi sensu stricto,
no ha sido relacionada hasta la fecha, con
manifestaciones cutáneas de la enfermedad
(32).

Aunque ninguna de las especies de B.
burgdorferi ha sido aislada en Suramérica,

se han obtenido pruebas serológicas positi-
vas en pacientes venezolanos y colombianos
con manifestaciones dermatológicas asocia-
das a Borreliosis de Lyme. Arocha y col. (6),
detectaron anticuerpos frente a la bacteria
en 6 de 14 pacientes venezolanos con mor-
fea usando la técnica ELISA. Sánchez y col.
(datos no publicados), reportaron el caso
de un infante proveniente del estado Táchi-
ra con eritema migrans crónico (lesión pa-
tognomónica de la enfermedad) y anticuer-
pos frente a la espiroqueta. Pocos casos de
eritema migrans crónico han sido detecta-
dos en el estado Zulia pero una asociación
entre esta condición y la infección por B.
burgdorferi no ha sido demostrada todavía.
En Colombia, Palacios y col. (32), detecta-
ron muestras positivas mediante IgG Wes-
tern Blot, en 2 de 9 pacientes con morfea.

Burkot y col. (33) reportan que la in-
terpretación de las serologías positivas en
países tropicales, donde no se ha aislado
ninguna especie de Borrelia burgdorferi o el
agente transmisor, se debe hacer con cuida-
do, debido a la posibilidad de falsos positi-
vos, por reactividad cruzada. Los niveles
elevados de inmunoglobulinas y anticuerpos
de reacción cruzada frente a otros patóge-
nos (Treponema pallidum, Borrelia recu-
rrentis, Helycobacter pylori, Ehrlichia, Babe-
sia, virus Epstein-Barr) y enfermedades au-
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M: Marcador pGEM (Promega®).

Carril 1: Control positivo ADN genómico B. Burgdorferi, cepa B31 (PCR Externa) banda de 730 pb.

Carril 2-21: Pacientes con morfea banda de 268 pb

Fig. 1. Electroforesis en gel de agarosa de ADN de piel de pacientes con esclerodermia localizada
(morfea).



toinmunes como lupus eritematoso sistémi-
co, son causa de falsos positivos en pruebas
serológicas de residentes de regiones tropi-
cales.

El planteamiento anterior lleva a con-
siderar la posibilidad de que los resultados
positivos obtenidos en la localidad por el
grupo de Arocha y col. (6), hayan sido fal-
sos positivos debidos a reactividad cruzada,
en especial porque en dicho trabajo las
pruebas ELISA positivas no fueron confir-
madas por otras técnicas de mayor especifi-
cidad como el Western Blot o la Reacción
en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Los resultados negativos obtenidos en
el ensayo PCR realizado en esta investiga-
ción no soportan la evidencia de infección
por B. burgdorferi en los pacientes estudia-
dos, pero tampoco excluyen la posibilidad
de la existencia de una genoespecie distinta
de B. burgdorferi sensu stricto, de una espe-
cie de Borrelia diferente del complejo B.
burgdorferi sensu lato o de otro organismo
espiroquetal, como el agente causal de Bo-
rreliosis de Lyme en Suramérica. Un estu-
dio realizado en Colombia que usó la técni-
ca Western blot, reportó reactividad parcial
en el suero de pacientes con sífilis y escle-
rodermia localizada, aportando evidencia de
una posible asociación entre las lesiones es-
cleróticas y un organismo espiroquetal
(33). Otra posibilidad es que la escleroder-
mia localizada no sea una enfermedad in-
fecciosa y que tenga un origen inmunológi-
co (autoinmune) o traumático (34).

También es importante señalar que la
población de pacientes estudiada fue peque-
ña, resultando pertinente llevar a cabo otro
estudio con una mayor población, para obte-
ner conclusiones definitivas. Es importante
realizar cultivos en los pacientes con lesio-
nes dermatológicas compatibles con Borre-
liosis de Lyme y en garrapatas provenientes
de las regiones donde habitan estas perso-
nas, tratando de identificar una posible nue-
va genoespecie del complejo B. burgdorferi.
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