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Detección de los genes gltA, OmpA y OmpB para la identificación de Rickettsia en garrapatas de animales

                                                                                                                                            
Detection of the gltA, OmpA, and OmpB genes for the identification of Rickettsia in animal ticks

Bonilla-Espinoza  J. L.

Salazar-Antón  L. F.

Resumen: 
Las Rickettsias son bacterias Gram negativas intracelulares obligadas, 
transmitidas por la picadura de garrapatas. El género Rickettsia está subdividido 
en cuatro grupos: el grupo typhus, el grupo de la fiebre manchada, el grupo 
transicional, y el grupo ancestral. El objetivo del estudio fue detectar los genes 
gltA, ompA y ompB para la identificación de Rickettsia en garrapatas de animales. 
Un total de 1250 garrapatas fueron colectadas de bovinos, equinos y caninos. 
Las garrapatas fueron clasificadas taxonómicamente, se extrajo el ADN y luego 
se realizó un PCR anidado para la identificación de los genes gltA, ompA y ompB 
de Rickettsia. Se identificaron cuatro especies de garrapatas y 209 resultaron 
positivas a Rickettsias. Para Rhipicephalus microplus, en bovinos 21 amplificaron 
para el gen gltA, 19 a OmpA y 9 para OmpB, en equinos 6 amplificaron para gltA, 
5 a OmpA y 3 a OmpB; para Amblyomma mixtum, 17 bovinos amplificaron al 
gen gltA, 16 a OmpA y 13 a OmpB, en equinos 4 amplificaron para gltA, 3 a 
OmpA y 2 a OmpB y en caninos 1 amplificó para los genes gltA, OmpA y OmpB; 
para Dermacentor nitens, 2 bovinos amplificaron para el gen gltA, 3 a OmpA y 2 
a OmpB, en equinos 23 amplificaron para el gen gltA, 26 a OmpA y 22 a OmpB; 
para Rhipicephalus sanguineus, en caninos, 4 amplificaron para el gen gltA, 4 
a OmpA y 2 para OmpB. Se comprueba la presencia de Rickettsia en diferentes 
especies de garrapatas, parasitando a animales domésticos.
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Abstract:  
Rickettsiae are obligate intracellular Gram-negative bacteria transmitted by tick 
bites. The genus Rickettsia is subdivided into four groups: the typhus group, 
the spotted fever group, the transitional group, and the ancestral group. The 
aim of this study was to detect the gltA, OmpA, and OmpB genes for Rickettsia 
identification in animal ticks. A total of 1250 ticks were collected from cattle, 
horses, and dogs. The ticks were taxonomically classified, DNA was extracted, 
and nested PCR was performed to identify the gltA, OmpA, and OmpB genes 
of Rickettsia. Four tick species were identified, and 209 tested positive for 
Rickettsia. For Rhipicephalus microplus, in cattle 21 amplified for the gltA 
gene, 19 for OmpA and 9 for OmpB, in horses 6 amplified for gltA, 5 for OmpA 
and 3 for OmpB; for Amblyomma mixtum, 17 cattle amplified the gltA gene, 16 
for OmpA and 13 for OmpB, in horses 4 amplified for gltA, 3 for OmpA and 2 
for OmpB and in dogs 1 amplified for the gltA, OmpA and OmpB genes; for 
Dermacentor nitens, 2 cattle amplified for the gltA gene, 3 for OmpA and 2 
for OmpB, in horses 23 amplified for the gltA gene, 26 for OmpA and 22 for 
OmpB; For Rhipicephalus sanguineus in canines, 4 amplified the gltA gene, 4 
the OmpA gene, and 2 the OmpB gene. The presence of Rickettsia was confirmed 
in different tick species parasitizing domestic animals.
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Introducción

Las Rickettsias pertenecen al filo Proteobacteria, clase Alfaproteobacteria, 
orden Rickettsiales, familia Ricketsiaceae y género Rickettsia, caracterizadas 
por ser bacterias Gram negativas, intracelulares obligadas (Dongyou, 2015) 
(Lopes et al., 2016); éstas bacterias pueden transmitirse por vectores artrópodos 
como garrapatas, pulgas, ácaros y piojos. Las Rickettsias pueden transmitirse a 
huésped vertebrados humanos y animales por la picadura de garrapatas, además, 
la bacteria puede multiplicarse y transmitirla a sus descendientes de forma 
transestadial y transovárica (Moreira-Soto et al., 2023). 

Aunque los procedimientos de tinción y los cultivos in vitro han 
demostrado ser útiles para la detección de especies de Rickettsia, son cada 
vez más reemplazados por técnicas de amplificación de ácidos nucleicos que 
hacen posible el diagnóstico rápido, sensible y específico y el seguimiento 
epidemiológico de los brotes de rickettsiosis humana (Dongyou, 2015) 
(Chitanga et al., 2021). Según los análisis filogenéticos de algunos estudios, se 
ha propuesto una división en cinco grupos de Rickettsia: I grupo belli, II grupo 
canadensis, III grupo tifus y IV y V grupo fiebre machada (respectivamente II, 
filogenéticamente más antiguo, y I)  (Rymaszewska et. al., (2024).

En un estudio realizado por Fournier y colaboradores, sobre los criterios 
basados en la secuencia genética para la identificación de nuevos aislamientos de 
Rickettsia y descripción de Rickettsia heilongjiangensis sp. nov., menciona que 
la descripción más ampliamente aceptada de las especies bacterianas se basa en 
los resultados de la hibridación ADN-ADN y la descripción de las características 
fenotípicas, en una estrategia de clasificación polifásica. Sin embargo, cuando se 
aplica el umbral de relación ADN-ADN del 70 % a las Rickettsias, R. rickettsii, 
R. conorii, R. sibirica y R. montanensis, pertenecerían a la misma especie; por lo 
tanto, la clasificación de los miembros del género Rickettsia todavía se basa en el 
método de serotipificación de ratones desarrollado en 1978. Esta prueba detecta 
epítopos específicos de los antígenos proteicos de alta masa molecular expuestos 
en la superficie (rOmpA, rOmpB y proteínas de 120 kDa) de las rickettsias. Sin 
embargo, la inmunización de ratones no es altamente reproducible y requiere 
una gran cantidad de trabajo porque cada nuevo aislado debe compararse con 
todas las especies descritas previamente. Por lo tanto, deberían desarrollarse 
nuevos métodos taxonómicos para la clasificación de las rickettsias (Fournier 
et al., (2003).

Actualmente, se han descrito más de 890 especies de garrapatas, 
incluyendo aproximadamente 702 garrapatas duras (ixódidas) y 193 garrapatas 
blandas (argásidas). Las garrapatas duras incluyen especies de los géneros 
Amblyomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Ixodes y Rhipicephalus 
(Hoffman et al., 2023) (Charles et al., 2021) (Polsomboon Nelson et al., 2022). 
Por tanto, en la presente investigación se pretende realizar la detección de 
los genes gltA, OmpA y OmpB, para la identificación más precisa del género 
Rickettsia en animales domésticos.

                            Materiales y métodos
Área de estudio en Nicaragua. El estudio se llevó a cabo en dieciocho 

comunidades del Municipio de León, ubicado al Occidente del país, tiene una 
superficie de 820.2 km², se ubica entre las coordenadas 12° 26' 8" de latitud 
norte y 86° 52' 46" de longitud oeste, a una altitud de 86 m.s.n.m. El clima 
es tropical de sabana, caracterizado por ser cálido y seco durante la estación 
seca (noviembre a abril), con veranos calurosos y noches más frescas, cálido y 
lluvioso durante la estación húmeda (mayo a octubre), con lluvias vespertinas. 
La temperatura media anual ronda los 31°C, con una marcada diferencia entre 
la estación seca y la lluviosa, según la clasificación climática de Köppen-Geiger.

Población y tamaño de la muestra. Para la estimación del tamaño de 
muestra en animales domésticos (bovinos, equinos y caninos), se utilizó el 
programa WinEpiscope 2.0. El tamaño de la población fue obtenida por datos 
proporcionados por el IV Censo Nacional Agropecuario, (Instituto Nacional de 
Información de Desarrollo - INIDE, s. f.), y se calculó el tamaño de muestra 
para cada especie, así como la fracción de muestreo ajustada para cada una de 
las fincas distribuidas en las dieciocho comunidades del municipio de León. Se 
seleccionó un total de 250 animales, divididas entre 130 bovinos, 100 equinos y 
20 caninos de forma aleatoria y proporcionalmente. En la siguiente (Tabla 1) se 
muestra la cantidad de animales muestreados por comunidad.

Colección de garrapatas. Se recolectaron cinco garrapatas de los 
animales domésticos objeto de estudio; para la extracción de las garrapatas en 
los animales, se utilizaron pinzas para extraer las garrapatas y alcohol al 90% 
para su desprendimiento. Las garrapatas fueron depositadas en tubos de 10 
ml conteniendo alcohol al 90% para su conservación y traslado, debidamente 
rotulado con la ubicación y nombre de la explotación e identificación del animal. 
Las garrapatas fueron transportadas al Laboratorio de Microbiología del Área de 
Conocimiento de Ciencias Agrarias y Veterinaria, de la Universidad Nacional 
Autónoma de Nicaragua - León (UNAN - León), para su análisis. 

Clasificación taxonómica. Las garrapatas fueron identificadas utilizando 
un esteroscopio (Marca LW Scientific de 7X a 50X) en géneros y especies, 
mediante claves morfométricas propuestas por Fairchild y Barros-Batesti (Arzua 
et al., 2005), agrupadas por especie. 

Extracción del ADN. Se utilizó el kit comercial Thermo Scientific 
GeneJet Plant Genomic DNA purification de 250 reacciones. Las garrapatas, 
previamente clasificadas, fueron seccionadas longitudinalmente, desde la base 
del capítulo capítulo hasta la placa subanal, con un bisturí estéril y fueron

Tabla 1. Distribución de animales muestreados por comunidad y espe-

Comunidad	             Bovino     Equino     Canino
			 
Pablo Hernández	  8	        5	           1
Abangasca	                7	        5	           1
Tololar	                              5	        4	           1
Lechecuajo	              10	        8	           2
Monte Redondo	              5	        5	           1
Barzones	               9	        8	           1
Obraje Sur	               9	        8	           1
El Almendro	               5	        4	           1
Chácara Seca	              10	        7	           2
Boca de Cántaro	 6	        7	           1
El Convento	               4	        4	           1
Las Chacaras	               8	        5	           1
El Chague	              10	        5	           1
Hato Grande	               6	        5	           1
Sagrado Corazón            7	        4	           1
de Jesús 
El Pastor	               8	        5	           1
Salinas Grandes	              6	        5	           1
Santa Elena	               7	        6	           1
TOTAL	                           130	       100	          20
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colocadas en un microvial estéril de 1.5 ml para su procesamiento. Se utilizaron 
solventes orgánicos contenidos en el kit, para la obtención de material genético 
y luego fue purificado, obteniendo una extracción de 50 microlitros, el cual, fue 
almacenada a -20ºC hasta su análisis. 

Amplificación por PCR de punto final. Se realizó un primer PCR para 
la detección de Rickettsia, utilizando los cebadores C-S78 y C-S323, dirigidos 
a un fragmento de 401 pb del gen de la citrato sintasa (gltA). Se utilizaron las 
siguientes condiciones de ciclado de PCR: 95 °C durante 3 min, seguido de 
40 ciclos de 95 °C durante 15 s, 55 °C durante 30 s, 72 °C durante 30 s y una 
extensión final a 72 °C durante 7 min (Labruna et al., 2004) (Ndip et al., 2004). 
Se realizó un segundo PCR (anidado), para la amplificación de los genes de 
proteína de membrana externa de Rickettsia, utilizando el cebador OmpA (532 
pb) y un conjunto de cebadores anidados para el gen OmpB (≈420 pb-SFG). Para 
el cebador OmpA, se utilizaron las siguientes condiciones: 94 °C durante 5 min, 
seguido de 94 °C durante 30 s, 58 °C durante 1 min, 72 °C durante 2 min, durante 
35 ciclos y una extensión final a 72 °C durante 5 min (Regnery et al., 1991). Las 
siguientes condiciones para la proteína de membrana externa de OmpB. Un paso 
inicial de desnaturalización a 95 °C durante 5 min, seguido de 35 ciclos de 95 °C 
durante 15 s, 54 °C durante 15 s y 72 °C durante 30 s, y una extensión final a 72 
°C durante 3 min. El ciclo de PCR anidada fue de 95 °C durante 5 min, seguido 
de 35 ciclos de 95 °C durante 15 s, 56 °C durante 15 s y 72 °C durante 30 s, y 
una extensión final a 72 °C durante 3 min (Choi et al., 2005). Los ensayos de 
PCR se realizaron en un termociclador 2720 (Applied Biosystems) utilizando 
una mezcla maestra Master Mix (Taq Polimerasa, MgCl+2, dNTP´s, agua libre 
de nucleasa), 1 ng de ADN molde y 1 μl de cada uno de los pares de cebadores 
gltA, OmpA y OmpB externo (20 μM) en un volumen total de 25 μl. La mezcla 
de reacción de PCR anidada contenía 1 μl de 10 μM de los cebadores OmpB 
internos en un volumen de reacción de 25 μl. Los productos de PCR se separaron 
en un gel de agarosa al 1.5% junto con un marcador de ADN de referencia de 
100 pb (Thermo Fisher Scientific) y se visualizaron con bromuro de etidio en un 
transiluminador UV. Los primer utilizados se describen en la (Tabla 2) (Koka et 
al., 2017).

Posteriormente se realizó la amplificación para la detección de genes 
relacionados con Rickettsia, resultando 1045 garrapatas positivas distribuidas 
en las diferentes especies de animales; en el caso de Rhipicephalus microplus en 
bovinos, 21 amplificaron para el gen gltA, 19 a OmpA y 9 para OmpB, en equinos 
6 amplificaron para gltA, 5 a OmpA y 3 a OmpB; para Amblyomma mixtum, 
17 bovinos amplificaron al gen gltA, 16 a OmpA y 13 a OmpB, en equinos 4 
amplificaron para gltA, 3 a OmpA y 2 a OmpB y en caninos 1 amplificó para los 
genes gltA, OmpA y OmpB; para Dermacentor nitens, 2 bovinos amplificaron 
para el gen gltA, 3 a OmpA y 2 a OmpB, en equinos 23 amplificaron para el gen 
gltA, 26 a OmpA y 22 a OmpB; para Rhipicephalus sanguineus, en caninos, 4 
amplificaron para el gen gltA, 4 a OmpA y 2 para OmpB. En la (gráficas 1, 2, 3 
y 4), se muestran las distribuciones de los genes de Rickettsia en las diferentes 
especies de garrapatas por comunidad.

Tabla 2. Lista de los cebadores de PCR utilizados en el presente estudio

Gráfica 1. Genes de Rickettsia en Rhipicephalus microplus por comunidad

Gráfica 2. Genes de Rickettsia en Amblyomma mixtum por comunidad

Microorganismo	      Gen	                    Cebador	       Secuencia	                                                 Long. (bp)	      Referencia
Rickettsia sp	       gltA	                     CS-78                   GCAAGTATCG                                               401	                   (Labruna et al., 2004)
                                                               CS-323	       GTGAGGATGTAAT
Grupo de la 	       OmpA	       Rr190.70p            ATGGCGAATATTTCTCCAAAA                   532	                   (Roux & Raoult, 2000)
Fiebre                                                     Rr190.602n          AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT	
Manchada
Rickettsia
Rickettsia sp	       OmpB	       ompB-OF            GTAACCGGAAGTAATCGTTTCGTAA        511                     (Choi et al., 2005)
                                   ompB-O                                           GCTTTATAACCAGCTAAACCACC
                                   ompB SFG IF                                  GTTTAATACGTGCTGCTAACCAA              420
                                   ompB SFG IR	                     GGTTTGGCCCATATACCATAAG                    

                             Resultados y discusión

Se recolectaron cinco garrapatas por animal, distribuidos en 130 
bovinos, 100 equinos y 20 caninos, para un total de 1250 garrapatas. 
Se identificaron tres especies de garrapatas, en bovinos, Rhipicephalus 
microplus 93/130 (71.5%), Amblyomma mixtum 29/130 (22.3%) y 
Dermacentor nitens 8/130 (6.2%), en equinos Rhipicephalus microplus 
51/100 (51%), Amblyomma mixtum 5/100 (5%) y Dermacentor nitens 
44/100 (44%), en caninos Rhipicephalus sanguineus 19/20 (95%) y 
Amblyomma mixtum 1/20 (5%).
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Se identificaron cuatro especies de garrapatas parasitando a diferentes 
especies de animales, a pesar de que el Municipio de León, presenta un clima 
cálido-seco, alcanzando temperaturas de 37ºC en verano, propicio para el 
desarrollo del ciclo biológico de especies como Rhipicephalus microplus, en 
bovinos principalmente, seguidamente de equinos, se lograron identificar otras 
especies como Amblyomma mixtum y Dermacentor nitens, donde habitan en 
entornos naturales como pastizales, matorrales, zonas boscosas y bordes de 
campos, buscando la vegetación alta (hierba, hojas), para parasitar huéspedes, 
esto es debido a que en la mayoría de las comunidades existe este tipo de 
vegetación, además de la trashumancia de animales procedentes del norte del 
país, que posiblemente ya venían parasitados con garrapatas, así lo demuestran 
estudios como (Düttmann et al., 2016), donde realizó un estudio de la distribución 
de garrapatas en ganadería en varios departamentos del país, logrando identificar 
las mismas especies que reporta este estudio.

En las gráficas 1, 2, 3 y 4, se muestran los genes detectados para la 
identificación de Rickettsias por especie de garrapata y comunidad, Rhipicephalus 
microplus, 27 (21 en bovinos y 6 en equinos) muestras resultaron positivas al gen 
gltA, 24 (19 en bovinos y 5 en quinos) amplificaron para el gen OmpA y 12 (9 en 
bovinos y 3 en equinos) para el gen OmpB; Amblyomma mixtum, se detectaron 
22 muestras positivas al gen gltA (17 en bovinos, 4 en equinos y 1 en canino), 
20 (16 en bovinos, 3 en equinos y 1 en canino) resultaron positivas al gen OmpA 
y 16 (13 en bovinos, 2 en equinos y 1 en canino) al gen OmpB; Dermacentor 
nitens, 25 (2 en bovinos y 23 en equinos) muestras resultaron positivas al gen 
gltA, 29 (3 en bovinos y 26 en equinos) al gen OmpA y 24 (2 en bovinos y 
22 en equinos) al gen OmpB; Rhipicephalus sanguineus, 4 muestras resultaron 
positivas al gen gltA, 4 al gen OmpA y 2 al gen OmpB, todas pertenecientes a la 
especie canina.

Se identifica una variabilidad en la distribución de los genes detectados 
por especie de garrapata y animal, esto se debe a que las garrapatas poseen 
predilección por un hospedador, aunque pueden albergar otras, como es el caso 
de los bovinos, donde la especie principal de garrapata es la Rhipicephalus 
microplus, para parasitar, en el caso Amblyomma mixtum, también puede 
parasitar a bovinos, aunque en menor medida; sin embargo, puede encontrarse 
en otras especies como equinos y caninos; en el caso de Dermacentor nitens, 
parasita principalmente a equinos, por lo que se encontró en mayor cantidad, 
en menor medida puede hacerlo en bovinos y para Rhipicephalus sanguineus, 
es el principal vector del perro, aunque se logró identificar otras especies en 
caninos, como ya se describió anteriormente; estudios realizados por (Koka et 
al., 2017), sobre la detección de genes de Rickettsia, del grupo de las fiebre 
manchada, donde analizaron 380 grupos de garrapatas, encontrando que el 25% 
resultaron positivos al gen gltA, 21 grupos de garrapatas (22,1 %) dieron positivo 
para el gen OmpA y 27 (28,4 %) para el gen OmpB, lo que concuerda con lo 
reportado en nuestro estudio. Otro estudio realizado por (Labruna & Mattar, 
2023), en varios países de Latinoamérica y el Caribe, así como en España y 
Portugal, reportan la presencia de Rickettsia amplificando el gen gltA en países 
como Guatemala, Costa Rica y Panamá, identificada en la especie Amblyomma 
cajennense (actualmente Amblyoma mixtum). Estudios realizados por Springer 
A., sobre la detección de Rickettsia monacensis y Rickettsia amblyommatis en 
garrapatas recolectadas de perros en Costa Rica y Nicaragua, recolectaron 680 
garrapatas de perros de propietarios particulares en Nicaragua y Costa Rica, se 
analizaron 316 grupos de garrapatas para detectar la infección por Rickettsia 
mediante PCR cuantitativa en tiempo real dirigida al gen gltA; posteriormente, 
analizaron seis objetivos genómicos adicionales (ADNr 16S, gltA, sca4, ompA, 
ompB y el espaciador intergénico 23S-5S) para la determinación de la especie de 
Rickettsia, la especie de garrapata predominante fue Rhipicephalus sanguineus 
sensu lato (s.l.) (19,9% de los perros infestados en Costa Rica, 48,0% en 
Nicaragua), seguida de Ixodes boliviensis (3,1% en Costa Rica / ninguna en 
Nicaragua) y Amblyomma ovale (4,8% en Costa Rica, 0,9% en Nicaragua) 
(Springer et al., 2018); este estudio demuestra que hay mayor circulación de 
Rhipicephalus sanguineus en Nicaragua tal como se demostró en este estudio.

Conclusiones 

Se recolectaron cinco garrapatas por animal, distribuidos en 130 bovinos, 100 
equinos y 20 caninos, para un total de 1250 garrapatas. Se identificaron cuatro 
especies de garrapatas, en bovinos, Rhipicephalus microplus 93/130 (71.5%), 
Amblyomma mixtum 29/130 (22.3%) y Dermacentor nitens 8/130 (6.2%), en 
equinos Rhipicephalus microplus 51/100 (51%), Amblyomma cajennense 5/100 
(5%) y Dermacentor nitens 44/100 (44%), en caninos Rhipicephalus sangui-
neus 19/20 (95%) y Amblyomma mixtum 1/20 (5%). De la amplificación a los 
diferentes genes para la identificación de Rickettsia, 209 garrapatas resultaron 
positivas, en el caso de Rhipicephalus microplus en bovinos, 21 amplificaron 
para el gen gltA, 19 a OmpA y 9 para OmpB, en equinos 6 amplificaron para 
gltA, 5 a OmpA y 3 a OmpB; para Amblyomma mixtum, 17 bovinos amplificaron 
al gen gltA, 16 a OmpA y 13 a OmpB, en equinos 4 amplificaron para gltA, 3 a 
OmpA y 2 a OmpB y en caninos 1 amplificó para los genes gltA, OmpA y OmpB; 
para Dermacentor nitens, 2 bovinos amplificaron para el gen gltA, 3 a OmpA y 2 
a OmpB, en equinos 23 amplificaron para el gen gltA, 26 a OmpA y 22 a OmpB; 
para Rhipicephalus sanguineus, en caninos, 4 amplificaron para el gen gltA, 4 a 
OmpA y 2 para OmpB.

Gráfica 3. Genes de Rickettsia en Dermacentor nitens por comunidad

Gráfica 4. Genes de Rickettsia en Rhipicephalus sanguineus por comunidad
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