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Use of different conservation methods for Rhipicephalus sanguineus ticks to improve DNA extraction from
rickettsial bacteria.

Abstract

The Rhipicephalus sanguineus tick is a hemoparasite of importance in public health because it is the vector of
rickettsiosis, ehrlichiosis, and anaplasmosis in humans. The identification of these agents by molecular
diagnosis depends of an efficient obtaining of nucleic acids. The objective of the study was to evaluate
different tick conservation and maceration methods for their subsequent use in obtaining DNA. Twenty-six
replicates of ten ticks per replica we used for each preservation and maceration method. For the first method,
we use liquid nitrogen, in the second, freezing at -80 °C was used, and in the third, it was agreed to dissect
and macerate at room temperature. Subsequently, we used a commercial DNA extraction kit and the quantity,
quality and purity of the DNA was measured by spectrophotometry and agarose gel. The conservation and
maceration of the ticks in liquid nitrogen achieved the highest concentration (400 ng / ul), quality and purity
of DNA and amplified 100% of the replicas. With the method of freezing at -80 ° C, up to 210 ng / ul and an
amplification of 92.3% were obtained, the procedure carried out at room temperature being in third place,
with which a concentration of 100 ng / pl was obtained and an 84.6% amplification. Only the genera
Ehrlichia and Anaplasma were positive by PCR. Therefore, it is concluded that with the method of
conservation and maceration in liquid nitrogen, DNA will be obtained in quantity and quality that will favor
the detection of zoonotic diseases transmitted by ticks.
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Resumen

La garrapata Rhipicephalus sanguineus, es un hemoparasito de importancia en salud puablica debido a que es
el vector de la rickettsiosis, ehrlichiosis y anaplasmosis en humanos. La identificacién de estos agentes por
técnicas moleculares de diagnoéstico depende de una eficiente obtencion de acidos nucleicos. El objetivo del
estudio fue evaluar diferentes métodos de conservacién y maceracién de las garrapatas para su posterior uso
en la obtencién de ADN. Se utilizaron 26 réplicas de 10 garrapatas por réplica para cada método de
conservacion y maceracion. Para el primer método se utilizd nitrégeno liquido, en el segundo se utilizo
congelacién a -80 °C y en el tercero se acordd disecar y macerar a temperatura ambiente. Posteriormente,
utilizamos un kit de extraccion de ADN comercial se midio la cantidad, calidad y pureza del ADN mediante
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espectrofotometria y gel de agarosa. La conservacion y maceracion de las garrapatas en nitrégeno liquido
logré la mayor concentracion (400 ng/ul), calidad y pureza de ADN y amplificé el 100% de las réplicas. Con
el método de congelacion a -80 ° C, se obtuvieron hasta 210 ng/ul y una amplificacion del 92,3%, quedando
en tercer lugar el procedimiento realizado a temperatura ambiente, con lo cual se obtuvo una concentracion de
100 ng/ul y una amplificacién del 84,6%. Solo los géneros Ehrlichia y Anaplasma fueron positivos por PCR.
Por tanto, se concluye que con el método de conservacidon y maceracidn en nitrogeno liquido se obtendra
ADN en cantidad y calidad que favorecera la deteccién de enfermedades zoondticas transmitidas por

garrapatas.

Palabras claves: conservacion, Rhipicephalus sanguineus, extraccion de ADN,PCR, rickettsiales, zoonosis.

Introduccion

El  principal transmisor de enfermedades
rickettsiales es la garrapata Rhipicephalus
sanguineus, también llamada la garrapata café del
perro. En zonas urbanas, la garrapata es el principal
vector de hemoparasitos de importancia zoonética,
siendo los perros los principales hospederos y
accidentalmente los humanos. El impacto en salud
publica de la garrapata es por la transmisién de
enfermedades infecciosas como  rickettsiosis,
ehrlichiosis, anaplasmosis, borreliosis, entre otras
(Shaw et al., 2001; Rodriguez, 2019).

Por cambios en los patrones climaticos, la presencia
de la garrapata cada vez es mas frecuente en zonas
templadas y urbanizadas (Shaw et al., 2001).
México presenta condiciones ideales para el ciclo de
transmision de enfermedades rickettsiales y su
prevalencia se ha asociado comlnmente a
condiciones de vida, ya que la mayoria de los casos
presentados han ocurrido en zonas marginadas y
rurales de México (Peniche et al., 2015). Cuando la
garrapata infectada muerde al hospedero para
alimentarse, inocula el agente al torrente sanguineo
a través de la saliva. Otra forma de contagio es el
contacto con aerosoles que contienen la garrapata
aplastada o animales infectados y se exponen a
heridas externas o laceraciones (L6pez et al., 2007;
Herrero et al., 2010; Castillo et al., 2015).

La identificacion de enfermedades rickettsiales solo
por la signologia de los hospederos no es precisa, ya
que son signos inespecificos y facilmente pueden
confundirse (Peniche et al., 2015). El diagndstico
oportuno es esencial para tratar esta enfermedad y el
organismo puede recuperarse sin secuelas. En
humanos las técnicas cominmente utilizadas son
pruebas serologicas como Inmunofluorescencia
indirecta (Freitas et al., 2010), pero se ha reportado
gque no es muy especifica, especialmente en

pacientes con enfermedad aguda (Brouqui et al.,
2004). La prueba de ELISA es eficaz en detectar la
familia Rickettsiaceae y en caso de cultivos
bacterianos se tendrian resultados muy tardios
(Dumler et al., 2001).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
puede detectar la mayoria de organismos que
pertenecen al género en cuestion utilizando
cebadores de Ehrlichia spp y Rickettsia spp., la
mayoria de los géneros Anaplasma, Ehrlichia y
Rickettsia (Dawson et al., 1994; Murphy et al.,
1998; Mafra et al., 2015; Tintel et al., 2016).
Muchos laboratorios utilizan en primer lugar los
cebadores genéricos y si se obtiene un resultado
positivo, se usan cebadores especificos para
identificar el agente en concreto. Actualmente en
investigaciones se propone como un diagndstico
rapido y confiable la utilizacion de PCR (Alvarez et
al., 2015).

Para realizar la amplificacion de algun gen de
interés se requiere de la obtencion de DNA
bacteriano integro, de calidad y en concentracion a
partir de las garrapatas (Guevara et al., 2015),
siendo esto un factor determinante en la
estandarizacion de un diagndstico rapido y eficiente.
En la literatura existe informacién sobre los
métodos mas efectivos para aislar DNA bacteriano
en cualquier especie de garrapata (Rojas et al.,
2013), que van desde el uso de productos
comercialmente, basados en columnas, hasta
métodos tradicionales de laboratorio, como es el
fenol-cloroformo y altas concentraciones salinas
(Aljanabi & Martinez, 1997; Halos et al. 2004;
Ammazzalorso et al., 2015; Guevara et al., 2019).
pero no del método por el cual se puede obtener la
mayor concentracion de ADN de los agentes
rickettsiales contenidos en la garrapata. EI macerar
por distintos métodos puede lisar las células de las
garrapatas en diferente grado y en consecuencia
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colectar mayor cantidad de ADN bacteriano. Por tal
motivo, el objetivo del presente ensayo fue evaluar
la concentracion de ADN obtenida mediante
diferentes métodos de macerado de garrapatas.

Materiales y Métodos

Sitio de estudio

El estudio se realizo en el laboratorio de Biologia
Molecular del Instituto Tecnol6gico de Sonora, en
Cd. Obregén Sonora, al noroeste de México. En
donde la temperatura méaxima promedio es de 38°C
y se presenta en los meses de junio y julio, donde
las regiones con las temperaturas mas altas son las
que comprenden los municipios de Navojoa y
Cajeme en el extremo sur de la entidad (INEGI,
2019).

Colecta de garrapata

Durante los meses de julio y agosto del 2019 en seis
colonias diferentes de Cd Obregbn Sonora,
utilizando pinzas de borde romo se colectaron 780
garrapatas entre machos y hembras en diferentes
estadios, las cuales provenian de cualquier region
corporal de 130 perros domésticos de 57 casas
muestreadas. Las garrapatas se colocaron en viales
con entrada de aire y transportadas al laboratorio
para ser introducidas en mini Incubadora (Labnet®)
a 37°C sin alimentar, garantizando que los posibles
agentes infecciosos, no provengan de la sangre
ingerida.

Identificacién taxonémica de las garrapatas

La clasificacién taxonémica de las garrapatas fue
determinada individualmente mediante estandares y
parametros utilizando las claves de manuales
establecidos (L6pez,1980; Barros et al.,2006). Para
conservar los especimenes se realizé un lavado con
benzal al 10% y posteriormente se colocaron en
grupos o individualmente en tubos Eppendorf de
1.5ml libres de nucleasas y listas para el macerado.

Métodos de macerado y extraccién de material
genético

Los métodos de macerado que se evaluaron fueron
1. Con nitrégeno liquido (MNIT), 2. Congelado a -
80°C (M80), y 3. Con bisturi a temperatura
ambiente (MTA). Por cada método de macerado se
utilizaron 260 garrapatas, divididas en 26 réplicas
de 10 garrapatas por réplica. Después del macerado
se inicio con la extraccion de ADN mediante un kit

comercial (DNeasy Blood and Tissue kit de
Qiagen), de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La cantidad, calidad y pureza de ADN se
midi6 en un espectrofotdmetro  automatico
BioSpect-nano, UV-VIS Spectrophotometer for Life
Sciences (Shimadzu), tomando en cuenta las
medidas espectrofotométricas para determinar la
pureza, usando como indicador la relacién de
absorbancias a las longitudes de onda de 260nm y
280nm. La integridad se observo en gel de agarosa
al 1.5% tefiido con 1.5 pl de bromuro de etidio. Las
muestras de ADN se conservaron en viales estériles
de 15 ml a una temperatura de -20°para ser
utilizados por la técnica de PCR posteriormente.

Amplificacion por PCR

Todas las muestras de ADN se analizaron para
detectar la presencia de agentes rickettsiales por
duplicado mediante un ensayo de PCR, dirigido
primeramente a un fragmento de 478 pb del gen
ARN ribosomal (ARNr) 16s para el género
Ehrlichia y Anaplasma, utilizando los cebadores
ECC (5-AGAACGAACGCTGGCGGAAGCC-3)
ECB (5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3'). La
amplificacion por PCR se realizd utilizando el
termociclador de PCR punto final (C1000
TouchTM, Bio-rad®) en un total de 25 pl
conteniendo 5 pl de ADN en un volumen final, 1X
Green GoTag® Buffer 5x (PROMEGA®), 0.2 mM
dNTP, 2 mM MgCl,, 1.25 U Taq ADN polimerasa
(GoTag® DNA Polymerase PROMEGA), 1 pmol
de cada primer y H,O libre de nucleasas. La
desnaturalizacién inicial se realiz6 a 94°C a 2
minutos, seguida de 94°C a 30 segundos, 61°C a 1
minuto, 39 ciclos, 72°C a 1.30 minutos, una
extension final de 72°C a 7 minutos y 4°C para la
conservacion de la muestra. Para identificar la
presencia del género Rickettsia se utilizaron los

cebadores CS78 (5-
GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3) y
CS323 (5"-GCTTCC
TTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3') que

amplifica un fragmento de 401 pb del gen gltA. La
reaccion de los PCR se realizd como anteriormente
se describid, en un volumen final de 25 pl con la
enzima GoTaqg® DNA Polymerase (PROMEGA),
excepto por la temperatura de alineamiento que fue
de 48°C para la amplificacion.
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Evaluacion de calidad y cantidad de ADN de
garrapatas

El ADN extraido de las muestras de R. sanguineus
se  evaluaron  cuantitativamente, en un
espectrofotémetro BioSpect-nano, UV-VIS
Spectrophotometer for Life Sciences (Shimadzu),
para determinar el rendimiento de cada protocolo y
parametros de pureza relativa (Relacién 260/230,
contaminacién por proteinas y compuestos fenélicos
y carbohidratos). La integridad del DNA extraido
fue verificada mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio y se
conservaron en viales estériles de 2ml.

Resultados

Todas las garrapatas recolectadas coincidieron con
la morfologia de la garrapata de la familia Ixodidae,
género Rhipicephalus y especie Rhipicephalus
sanguineus llamada también la garrapata café del
perro (Figura 1).

El macerado de garrapatas con el método MINT
concorddé con una cuantificacion de 400 ng/ul
(Figura 2). Respecto al macerado M80 se observo
una banda menos intensa que el MINT,
concordando con una cuantificaciéon aproximada de
210 ng/ul. Por ultimo, el macerado MTA mostro las
bandas méas tenues que con los otros macerados

Figura 1. A) Ejemplar adulto de Rhipicephalus sanguineus macho. B) Ejemplar adulto de Rhipicephalus sanguineus hembra

(Caraveo., 2017).

Gt G2 €3 G4 €5 CGe

Figura 2. Extraccion de ADN con diferentes métodos de conservaciéon: C1y C2 MINT, C3y C4 MTA, C5y C6 M80, en gel de

agarosa al 1.5%.
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(100 ng/ul), y en algunos casos un barrido tenue,
mostrando poca degradacién con este método,
(Tabla 1) concordando con la cuantificacién del
material genético.

En la valoracion molecular por PCR de los
macerados, se compararon con base en el éxito de
amplificacién de los géneros Ehrlichia, Anaplasma
y Rickettsia. EI MINT amplific6 el 100% de los
grupos para Ehrlichia y Anaplasma, seguido por el
M80, con 92.3 %y finalmente el método de
macerado MTA con 84.6% con un aumento en los
microlitros de ADN (Figura 3). A diferencia de
estos géneros, todos los grupos de garrapatas
resultaron negativos al género Rickettsia.

Discusion

En muestreos realizados en diferentes estados del
pais, como, Baja California, Durango, San Luis

Potosi, Sinaloa y Sonora, han reportado la mayoria
de ellos que el 100% de los ectoparasitos en perros
pertenecen a la especie Rhipicephalus sanguineus
(Castillo et al., 2015; Tinoco et al., 2016), al igual
que nuestro muestreo en el area del sur de Cajeme,
Sonora, donde se reportd el 100% de los
ectoparasitos recolectados pertenecientes a la
especie Rhipicephalus sanguineus, pero difiriendo
en lo reportado en los estados de Coahuila con un
bajo indice del género Otobius (Castillo et al.,
2015).

Con el paso del tiempo y con base en las
investigaciones, se ha mejorado el diagndstico
molecular para la deteccion de rickettsiales a partir
de garrapatas, ya que se caracteriza por ser una
técnica muy dificil de estandarizar (Alvarez et al.,
2017). En pocas investigaciones mencionan que la
integridad y la calidad del material genético es
importante para el diagndstico de enfermedades

Tabla 1. Parametros obtenidos de los diferentes métodos de conservacion de garrapatas.

Macerado Tiempo Concentracion Integridad Amplificacion
MNIT 4 horas 400 ng/ul v v
M80 4 horas 210 ng/pl v v
MTA 5 horas 100 ng/ul Poca degradacion v
Ci C2 C3 C4+ C5s Cs C7 Cs

300

Figura 3. Amplificacién de ARN ribosomal 16s (478pb) para el género Ehrlichia y Anaplasma en gel de agarosa al 1.5%.
C1lpeso molecular 100pb, C2 y C3 M80, C4y C5 MTA, C6y C7 MINT, C8 control negativo.
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causadas por el vector Rhipicephalus sanguineus.
Dichas investigaciones han comparado métodos de
extraccion de kit comerciales, observando los
mismos resultados en cuanto a integridad del ADN
y concentracién (Rojas et al., 2013). Sin embargo,
al implementar la extraccion de ADN con tiocianato
de guanidina (Trizol), se logra un aumento en la
concentracion de ADN (Guevara et al., 2019),
teniendo en similitud de que inician ambos trabajos
con la diseccion de la garrapata. La metodologia de
este trabajo es similar a la utilizada por Rojas
(2013), en la parte de extraccion, con la diferencia
que se realizaron distintos tipos de macerados para
la extraccion y a la vez se muestra la integridad del
material genérico por electroforesis. Se observé que
el MNIT fue mas eficiente, logrando una reduccién
en el tiempo del protocolo y un aumento a 400 ng/pl
en la concentracion, mucho mejor a lo reportado por
Guevara (2019), en la extraccion de ADN con
tiocianato de guanidina (Trizol). Este es el primer
estudio, en donde se demuestra que el macerado de
la garrapata es un factor importante para el
diagnostico de rickettsiales en dichos ectoparésitos.

Los resultados obtenidos en el trabajo demuestran
que el proceso de conservacion y macerado para la
obtencion de una excelente integridad y calidad de
ADN son muy importantes, debido a que la
garrapata contiene inhibidores en el intestino que
degradan al material genético ocasionando falsos
negativos al momento de utilizar la técnica de PCR
(Posada et al., 2017; Tamez, 2015; Rojas et
al.,2013; Tinoco et al., 2015).

Aungue ya se demostrd que en Sonora existe la
prevalencia del género Ehrlichia y Anaplasma
(Sosa et al., 2014), los resultados positivos para
PCR confirman la existencia de ambos géneros en
garrapatas en el sur de Cajeme, Sonora, siendo el
primer reporte de esta asociacion en la region.

Conclusiones

Se logro la extraccion de ADN en el vector,
estableciendo que el método mas eficiente para la
obtencion del material genético resultd ser el
macerado con nitrdgeno liquido. Lo anterior
increment6 la concentracion méaxima a 400 ng,
disminuyendo la degradacion y tiempo, al evitar la
diseccion de la garrapata. El macerado con
nitrogeno liquido favorecio la deteccidn de especies
rickettsiales mediante PCR en punto final, el cual
nos proporciona un diagndstico preciso y rapido.
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