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Resumen 

El estudio de enfermedades transmitidas por garrapatas como rickettsiosis, es de gran interés a nivel 

médico-veterinario y requiere la utilización de extractos de ADN de buena calidad para posteriores 

análisis de amplificación de genes de estos agentes patógenos. En este estudio se compararon tres 

métodos de extracción de ADN a partir de garrapatas del complejo Rhipicephalus sanguineus basados en: 

agente caotrópico Tiocianato de Guanidina (método 1), alta concentración de sales (método 2) y un 

método de extracción basado en columnas disponible comercialmente (método 3). El ADN obtenido 

fue cuantificado y se evaluó la calidad de cada extracto en la amplificación del gen 16S de garrapatas 

(360pb), se realizó una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, mientras que la comparación de la 

eficiencia de amplificación del gen mitocondrial fue realizada por una prueba de rango de Dunn. Con el 

método 3 permitió la amplificación del gen 16S de garrapatas en 100% (30/30), seguida por el método 

1 con 93.33% (28/30) y finalmente el método 2 con 86.66% (26/30). Los tres métodos son eficientes 

en la extracción de material genético de alta calidad para estudios de agentes transmitidos por garrapatas 

dado su desempeño en la amplificación de genes mitocondriales de garrapatas.                                         

Palabras claves: trabajo infantil, niños, niñas y adolescentes, acción gubernamental. 

Abstract 

The study of diseases transmitted for tick as rickettsia is of great interest to medical and veterinary 
level and requires the use of extracts of good quality DNA for subsequent analysis of amplified genes 
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of these pathogens. In this study, three methods were compared DNA extraction from ticks complex 
Rhipicephalus sanguineus based on: chaotropic guanidine thiocyanate (method 1), high salt (method 2) and 
an extraction method based on commercially available columns (Method 3). The DNA was quantified 
and the quality of each extract in the amplification of the 16S gene ticks (360pb) was evaluated, a 
nonparametric Kruskal-Wallis one-way analysis was performed, while comparing the amplification 
efficiency of mitochondrial gene was performed by Dunn test range. Method 3 allowed the 
amplification of the 16S gene of ticks in 100% (30/30) followed by method 1 with 93.33% (28/30) and 
finally with method 2 86.66% (26/30). The three methods are efficient at extracting genetic material of 
high quality tick-borne studies since their performance in amplification of mitochondrial genes tick 
agents. 
Key words: DNA extraction, Ticks, Genetic, Diseases, Colombia. 

1. Introducción 

Las garrapatas son artrópodos ectoparásitos y vectores de muchos microrganismos 

patógenos como Babesia sp., Borrelia sp. Rickettsia sp., y Ehrlichia sp., las cuales presentan 

una gran importancia médica y veterinaria. (Parola et al. 2001; Sparagano et al. 1999). La 

detección de patógenos en garrapatas está basado en la amplificación de ADN a partir de estos 

mediante PCR (Reacción en cadena de la Polimerasa) (Halosa et al. 2004), que requiere en 

primera medida el aislamiento exitoso de material genético necesario tanto del propio vector y 

de la amplia gama de patógenos que llevan. Aunque la extracción de ADN de garrapatas, tanto 

para el aislamiento de patógenos y genética y filogenia se realiza de forma rutinaria por los 

investigadores, no hay un consenso con respecto al método más eficaz de aislamiento de ADN 

a partir de cualquier especie de garrapatas. El objetivo del presente trabajo fue comparar tres 

métodos de extracción de ADN a partir de garrapatas del complejo Rhipicephalus sanguineus. 

2. Metodología 

El estudio se realizó con muestras colectadas del municipio de Sincelejo del departamento 
de Sucre, cuya actividad económica se concentra en la agricultura y la ganadería. La extracción 
de ADN se realizó de forma individual dependiendo del tamaño de los ectoparásitos, donde 
cada una fue procesada por diferentes métodos; un método basado en el agente caotrópico 
Tiocianato de Guanidina (TioG) (Chomkzynski 1993), un método de alta concentración de 
sales (ACSal) (Aljanabi 1997) y un método de extracción basado en columnas disponible 
comercialmente (ColC). El ADN obtenido por cada protocolo fue cuantificado y se evaluó la 
calidad de cada extracto en la amplificación del gen 16S de garrapatas (360pb). 

2.1 Análisis estadístico 

Para el análisis de los datos se realizó la prueba de Shapiro-Wilk para analizar la normalidad 
de los datos y una prueba no paramétrica Kruskal-Wallis al no cumplir el supuesto de 
normalidad. Para determinar diferencias entre métodos se realizó la prueba de rangos de 
Dunn, todas las pruebas fueron realizadas mediante el programa estadístico R 2.9.1. 
(Development Core Team 2013), paquete agricolae (De Mendiburu, 2009). 
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3. Resultados  

De acuerdo al protocolo de extracción utilizado, el método TioG permite obtener mayores 
concentraciones de ADN (µ= 274.17ng/uL), seguido por el método ACSal (µ= 8.83ng/uL) y 
finalmente el método ColC (µ= 6.33ng/uL) (Ver tabla 1).  

Tabla 1. Medidas de resumen de los tres protocolos utilizados. 

Protocolo n Media D.E Var E.E CV Mín Máx 

TioG 30 274,2 283,3 80258,4 51,7 103,3 56,3 1343,4 

ACSal 30 6,3 6,1  37,1 1,1 96,3 2,5 29,1 

ColC 30 8,8 38,2 1457,5 6,9 432,5 0,5 210,9 

 
 
Los datos de concentración de ADN no presentaron normalidad de acuerdo a la prueba de 

Shapiro-Wilk (p-value= 7.733e-16), realizada posteriormente la prueba de Kruskal-Wallis se 
obtuvo que existen diferencias significativas entre métodos de extracción (H= 71.29; Pvalue 
chisq= 3.330669e-16). Luego al aplicar la prueba Dunn, el método TioG es el mejor método 
de extracción de ADN comparado con el método ColC y ACSal (Figura 1). 

 

Figura 1. Prueba de rango de Dunn para la comparación entre métodos de extracción de ADN. 

Los tres métodos son eficientes en la extracción de material genético de alta calidad para 
estudios de agentes transmitidos por garrapatas dado su desempeño en la amplificación de 
genes mitocondriales de garrapatas, a pesar de las diferencias en las concentraciones generadas 
por cada metodología (Figura 2). El método ColC permitió la amplificación del gen 16S de 
garrapatas en 100% (30/30), seguida por el método TioG con 93.33% (28/30) y finalmente el 
método ACSal con 86.66% (26/30). 
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Figura 2. PCR 16S rRNA mitocondrial de garrapatas (360 pb). Lineas: 1, marcador de peso molecular 100 pb; 2-5, 

extractos de ADN de garrapatas usando ColC; 6-9, extractos de ADN de garrapatas usando TioG; 10-12, 

extractos de ADN de garrapatas usando ACSal; 10, control negativo (agua ultrapura). 

  

Referencias 
 

Aljanabi S, Martinez I. 1997. Universal and rapid salt-extraction of high quality genomic DNA 
for PCR-based techniques. Nucleic Acids Research. 25 (22): 4692-4693.  

Chomkzynski P. 1993. A reagent for the single –step simultaneous isolation of RNA, DNA 
and proteins from cell and tissue samples. Biotechniques. 15: 532-537. 

De Mendiburu F. 2009. Agricolae: This package contains functionality for the Statistical 
Analysis of experimental designs applied specially for field experiments in agriculture 
and plant breeding. R package 1.07.  

Halosa L, Jamala K, Vialb L, Maillarda R, Suaud A, Le Menache A, Boulouisa H, Vayssier M. 
2004. Determination of an efficient and reliable method for DNA extraction from ticks. 
Vet. Res. 35: 709–713. 

Ihaka R, Gentleman R. 1996. R: A language for data analysis and graphics. Journal of 
Computational and Graphical Statistics, 5(3):299–314. 

Parola P, Raoult D. 2001. Ticks and tickborne bacterial diseases in humans: an emerging 
infectious threat. Clin. Infect. Dis. 32: 897– 928.  

R Development Core Team. (2014). R: A language and environment for statistical computing, 
R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0. 
*http://www.R-project.org 

Sparagano O, Allsopp M, Mank R, Rijpkema S, Figueroa J, Jongejan F. 1999. Molecular 
detection of pathogen DNA in ticks (Acari: Ixodidae): a review, Exp. Appl. Acarol. 23: 
929–960. 

 


