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RESUMEN 

 

Se realizó un estudio descriptivo para la comparación genómica de la bacteria 

Rickettsia rickettsii (R. rickettsii) en el Municipio de Mexicali, Baja California, en el cual 

se realizó la extracción de ADN de 24 muestras sanguíneas de pacientes humanos 

positivos a Rickettsiosis obtenidas del banco de sangre del laboratorio de salud pública 

que se encuentra en el Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias (IICV) del 

programa de educación preventiva de Rickettsiosis, la extracción se realizó con los 

siguientes iniciadores: Gen gltA (401 pares de base) para el género Rickettsia, gen 

17Kda (246 pares de base) con mediana especificidad para el género R. rickettsii, y 

gen ompA (532 pares de base) específica para R. rickettsii. A partir de esto y 

continuando con el proceso de amplificación del ADN por medio de la realización de 

PCR (Polymerase Chain Reaction por sus siglas en ingles), el proceso de 

electroforesis y la observación en el transiluminador se eligieron 3 de las muestras 

más intensas y se procedió a la purificación de los productos del PCR, al envío a 

secuenciación de estos productos al laboratorio de Eurofin Genomics y la lectura de la 

información de las muestras que se enviaron al laboratorio, en las cuales se 

encontraron diferencias que pueden ayudar para los siguientes proyectos destinados 

a la investigación de la bacteria R. rickettsii; Al igual que ayuda a continuar la 

comparación genómica entre los diferentes países que ya realizaron investigaciones 

con esta bacteria y tienen documentación importante agregada al banco de genes del 

Centro Nacional para la información Biotecnológica (NCBI por sus siglas en inglés) y 

de esta forma realizar la búsqueda de una vacuna específica para esta bacteria. 
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ABSTRACT 

 

 

A descriptive study for the genomic comparison of the bacterium Rickettsia rickettsii 

(R. rickettsii) was carried out in the Municipality of Mexicali, Baja California, in which 

DNA extraction was performed from 24 blood samples from human patients positive 

for Rickettsiosis obtained from the blood bank from the public health laboratory located 

at the Veterinary Science Research Institute (IICV) of the Rickettsiosis preventive 

education program, the extraction was performed with the following primers: gltA gen 

(401 base pairs) for the genus Rickettsia , 17Kda gen (246 base pairs) with median 

specificity for the R. rickettsii genus, and ompA gen (532 base pairs) specific for R. 

rickettsii. From this and continuing with the DNA amplification process by the PCR 

(Polymerase Chain Reaction), the electrophoresis process and the observation in the 

transilluminator, 3 of the most intense samples were chosen and the PCR products 

were purified, these products were sent to the Eurofin Genomics laboratory for 

sequencing, in which differences were found may help for the following projects for the 

investigation of the bacterium R. rickettsii; As well as it helps to continue the genomic 

comparison between the different countries that have already carried out research with 

this bacterium and have important documentation added to the gene bank of the 

National Center for Biotechnology Information (NCBI) and thus carry out the search for 

a specific vaccine for this bacterium. 
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INTRODUCCIÓN 

 

 
En la actualidad las rickettsiosis transmitidas por garrapatas son 

reconocidas como enfermedades zoonóticas emergentes y reemergentes 

alrededor del mundo. Algunas de estas enfermedades pueden ser 

potencialmente mortales si no son tratadas de forma adecuada y oportuna, con 

tasas de letalidad del 23-85% por ejemplo en el caso de la infección por Rickettsia 

rickettsii, siendo la especie más patógena del género, transmitida por garrapatas 

y restringida geográficamente a las Américas (Renvoisé, 2009). El diagnóstico 

temprano de la enfermedad, es importante para poder ofrecer un tratamiento 

oportuno, ya que es probable que se estén presentando casos de rickettsiosis en 

humanos y estos no estén siendo diagnosticados correctamente. 

 

En el ámbito de la salud pública, la comparación genómica es de 

importancia para la observación de variaciones en el genoma, identificación de 

genes que pueden estar involucrados en la virulencia de la bacteria, 

inserciones/deleciones de pares de base, entre otros. De tal forma se puede 

obtener información detallada para realizar medidas de control y prevención para 

vectores y agentes causales. Y de esta forma, alertar a poblaciones en riesgo y 

generar conciencia sobre la letalidad de esta bacteria al no ser atendida a tiempo 

durante los primeros síntomas. 

El banco de genes del Centro Nacional para la información Biotecnológica 

(NCBI) contiene información de utilidad para continuar las investigaciones sobre 

el genoma de R. rickettsii en Mexicali, B. C. Ya que este contiene información 

detallada sobre otros países que ya han realizado estudios sobre el genoma de 

esta bacteria y tienen hallazgos que ayudan a la comparación completa del 

genoma. 
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ANTECEDENTES 

 

Para determinar qué genes pueden estar involucrados en la virulencia de 

R. rickettsii, se determinó la secuencia genómica de R. rickettsii Iowa (banco de 

genes CP000766) con 1, 268,175 pares de base; contenido de G (Guanina) + C 

(Citocina) = 411,482 bases; contenido de G + C (%) = 32.45 y se comparó con la 

de R. rickettsii Sheila Smith (CP000848) 1,257,710 pares de base; contenido de 

G + C = 408,346 bases; contenido de G + C (%) = 32.47. Se observó un alto 

grado de identidad de secuencia (96.6%) para los dos genomas. Cuando se 

descuentan las regiones eliminadas, la identidad entre los dos genomas es del 

99%. A pesar del alto grado de identidad entre los dos genomas, se identificaron 

varias inserciones, deleciones y polimorfismo de un solo nucleótido (SNPs) 

específicos (Ellison et al., 2007; Felsheim et al., 2009; Kleba et al., 2010). 

 

15 aislamientos de Fiebre Manchada Brasileña (BSF) en pacientes (13 

casos fatales) del estado de São Paulo se identificaron como R. rickettsii, con 

secuencias de ADN: gltA (737 nucleótidos), ompA (491 nucleótidos) y ompB (787 

nucleótidos) estos eran 100% idénticas entre sí y correspondientes al genoma de 

R. rickettsii Brasil (CP003305) con 1, 255,681 pares de base; contenido de G + 

C (%) = 32.5. Mientras que las secuencias de ompA también fueron 100% 

idénticas a las secuencias correspondientes de R. rickettsii de América del Norte 

(Sheila Smith y Iowa), las secuencias parciales de ompB fueron 100% idénticas 

a la norteamericana de Sheila Smith y, al mismo tiempo, difería de otras 

norteamericanas, por ejemplo, Iowa y Arizona (CP000766 y CP003307) por un 

polimorfismo de un solo nucleótido. Las secuencias gltA de los 15 aislamientos 

de humanos brasileños diferían en un codón extra (CGG) en comparación con 

las norteamericanas (Labruna et al., 2014). 
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En marzo de 2006 se notificó, sobre la ocurrencia de 3 casos fatales de 

síndrome febril hemorrágico con compromiso pulmonar agudo en Antioquia, 

Colombia. Posteriormente, a diagnósticos diferenciales y signos clínicos se 

sospecha de rickettsiosis que fue confirmada por el laboratorio de Atlanta en 7 

de los 14 casos estudiados para Rickettsia rickettsii Colombia (CP003306.1) con 

1, 270,083 pares de base; contenido de G + C (%) = 32.50. 3 soldados y 2 civiles 

fallecieron por la enfermedad (Acosta et al., 2006). 

Cabe mencionar que Mexicali, B.C. no cuenta con un estudio sobre 

características encontradas en el genoma de esta bacteria como ejemplo alguna 

deleción o inserción, un codón extra, entre otros. Y a causa de falta de estudios 

aún son grandes las incógnitas sobre la virulencia y genes específicos que la 

puedan causar. 

 

JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVO GENERAL 

Considerando los hechos ya mencionados, el objetivo de este trabajo es 

una comparación genómica de la bacteria Rickettsia rickettsii con resultados 

obtenidos en Mexicali, B. C. y en la base de datos del banco de genes del NCBI 

de países como Estados Unidos de América, Brasil, Colombia, entre otros. Con 

el propósito de marcar las diferencias encontradas y / o similitudes y de esta 

forma realizar la búsqueda de una vacuna específica para esta bacteria. 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

 Realizar una comparación genómica con las muestras más intensas y 

positivas a los genes gltA, 17 kDa y ompA obtenidas del laboratorio de salud 

pública veterinaria, las cuales fueron enviadas al laboratorio de Eurofin Genomics 

para su secuenciación, y en base a los datos ya registrados en el banco de genes 

del NCBI, realizar la comparación deseada entre los diferentes países con 

registros de utilidad. 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

 

Agente etiológico 

Las rickettsias son microorganismos que comparten características tanto 

de las bacterias como de los virus. Al igual que las bacterias, tienen enzimas y 

paredes celulares, utilizan oxígeno y pueden ser controladas o destruidas por 

los antibióticos. Al igual que los virus, pueden vivir y multiplicarse sólo dentro de 

las células (Martinez et al. 2005). 

 R. rickettsii, bacteria gram negativa intracelular obligada con medidas de 

0.8-2.0 µm por 0.3-.05 µm. Estas bacterias se relacionan a artrópodos, y son 

capaces de infectar a vertebrados, incluyendo los humanos, generalmente como 

huéspedes accidentales (La Scola y Raoult, 1997). 

Para ser más específicos; en cuanto al género, Rickettsia se divide en dos 

grupos muy importantes antigénicamente en función de sus lipopolisacáridos: el 

grupo tifus y el grupo de fiebre manchada de las montañas rocosas. La proteína 

A de membrana externa rickettsial inmunodominante (ompA) existe solo en el 

grupo de fiebre manchada. Otra proteína importante de la membrana externa, 

ompB, existe en todas las especies de Rickettsia. ompA (190 kDa) y ompB (135 

kDa) contienen epítopos de reactividad cruzada y específicos de especie que 

proveen las bases para la serotipificación de las rickettsias con la utilización de 

ensayos microinmunofluorescentes indirectos. Datos obtenidos del genoma 

podría ayudar en el desarrollo de vacunas y de nuevas herramientas de 

diagnóstico (Walker, 2007) (Weinert et al., 2009). 

 

 Vectores 

El principal vector y reservorio de la fiebre manchada de las montañas 

rocosas (FMMR) es la garrapata. Rickettsiae son capaces de infectar y 

multiplicarse en casi cualquier órgano del hospedero invertebrado. Cuando los 

ovarios y los oocitos de una garrapata hembra se infectan, las rickettsiae 
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pueden ser transmitidas de manera transovarial (rango de 30-100%) a su 

progenie. El porcentaje de huevecillos infectados de una hembra infectada 

puede variar dependiendo de factores que aún están por aclararse (Burgdorfer 

& Varma 1967; Burgdorfer & Brinton 1975). Una vez infectado el huevecillo, 

permanece infectado durante todos los estadios de la garrapata es decir se 

presenta una transmisión transestadial (Figura 1). Al infectarse las glándulas 

salivales de la garrapata esta puede infectar a su hospedero vertebrado vía 

saliva durante la hematofagia, por lo tanto, todos los estadios; larval, ninfa y 

adulto pueden ser potenciales infectivos para su hospedero vertebrado (D 

Raoult & Roux 1997) (McDade, 1986). 

 

Figura 1. Ciclo de vida de Rickettsia rickettsii en la garrapata y en el mamífero 

hospedero (McDade, 1986).  

El reservorio natural de R. rickettsii incluye varios géneros y especies de 

la familia Ixodidae; por ejemplo: la garrapata del perro americano (Dermacentor 

variabilis) es el vector primario en la mayor parte de los Estados Unidos de 

América, también encontramos la especie Dermacentor andersoni. La garrapata 

café del perro (Rhipicephalus sanguineus) vector primario de R. ricketsii en 
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México. La garrapata cayenne (Amblyomma cajennense) es el principal vector 

de R. ricketsii en Centro y Sudamérica. Sin embargo, se sospecha que existen 

otras especies de garrapatas involucradas en la transmisión de R. ricketsii 

(Dantas-Torres, 2007). 

 Epidemiología 

La epidemiología y distribución geográfica de las riquetsiosis transmitidas 

por garrapatas, está estrechamente relacionada con la presencia de sus 

artrópodos vectores, especialmente cuando estos cumplen el papel de 

reservorios primarios de riquetsia (Merhej et al. 2014). 

El agente etiológico de la fiebre manchada de las Montañas Rocosas (FMMR) se 

distribuye de manera amplia, aunque con poca frecuencia, en garrapatas duras 

en todo el hemisferio occidental. En América del Norte y Central, los casos 

confirmados de RMSF se han documentado en Canadá, Estados Unidos, México, 

Panamá y Costa Rica. En México, FMMR se ha reportado en los estados de Baja 

California, Sonora, Sinaloa, Durango, Coahuila y Yucatán. Los focos 

hiperendémicos se han descrito repetidamente en comunidades en el suroeste 

de Estados Unidos y el norte de México, vinculados directamente a un gran 

número de garrapatas R. sanguineus infectadas con R. rickettsii que resultan de 

poblaciones no controladas de perros callejeros y de propietarios con perros 

donde estos no tienen una restricción en salidas (Dantas-Torres, 2007). 

 

 En el estado de Yucatán en abril del 2006 se documentó un caso de fiebre 

manchada de las montañas rocosas, el cual fue publicado en Emerging Infectious 

Diseases, el caso fue fatal y además identificaron por PCR el agente etiológico 

R. rickettsii (Zavala-Castro 2006). 

 

 En Nuevo León específicamente en el Municipio de Linares, por primera 

vez se aisló una riquetsia utilizando técnicas modernas de cultivo celular y 

biología molecular. Se identifico la riquetsia comparando material genético con la 

base de datos de instituto nacional de biotecnología de los estados unidos. Se 
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caracterizo la ultra-estructura usando técnicas de microscopia electrónica. Este 

fue el primer caso publicado de un aislamiento por cultivo celular en México 

(Medina-Sánchez, 2005). 

 

Sin embargo, en México la investigación acerca de las fiebres por rickettsia 

o rickettsiosis, no ha sido ampliamente estudiada, quizás debido a la necesidad 

de infraestructuras, modernas, equipadas y controladas, para el manejo de este 

microorganismo, que está considerado como un agente de bioseguridad nivel 3. 

 

 Patogénesis de rickettsias 

 La inoculación del microorganismo se produce de forma directa desde las 

glándulas salivares mediante la picadura, en el caso de las rickettsias 

transmitidas por garrapatas de especies pertenecientes al grupo de fiebre 

manchada (GFM) y ácaros (R. akari), o por medio de la inoculación accidental de 

heces contaminadas tanto de piojos (R. prowazekii) como de pulgas (R. typhi y 

R. felis), al entrar en contacto con abrasiones cutáneas o conjuntivas (Xue-Jie y 

Walker, 2006). Dentro del torrente sanguíneo, las células endoteliales son el 

blanco principal de infección, a excepción de R. akari (tropismo por los 

macrófagos), aunque también otras células se pueden ver afectadas 

(perivasculares, monocitos y hepatocitos) (Uchiyama, 2012). Proteínas como los 

antígenos de superficie celular y la proteína riquetsial de membrana externa A 

(ompA), actúan como mecanismos de adhesión; sin embargo, la ompB cumple 

un papel fundamental al unirse de forma específica al ligando celular Ku70 con 

el fin de que se inicie el proceso de internalización mediante fagocitosis. Dentro 

del citoplasma, las riquetsias escapan al fagosoma; Especies pertenecientes al 

GFM, también pueden invadir el núcleo y desarrollar un movimiento intracelular 

y de dispersión intercelular (posterior replicación por fisión binaria) mediante 

proteínas polimerizantes de actina como la RickA (asociada al complejo Arp2/3) 

y Sca2 (Mansueto et al., 2012; Reed et al., 2014). 
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Por el contrario, las especies pertenecientes al grupo tifus (GT), aparte de 

carecer de la ompA, no tiene la capacidad de polimerizar actina, por lo cual 

únicamente se multiplican en el citoplasma (Mansueto et al., 2012). La 

consecuencia final del paso intercelular a través de las células endoteliales 

(GFM) y la multiplicación excesiva intracitoplasmática (GT), lleva a la disrupción 

y daño endotelial directo, lo cual se traduce en una vasculitis de pequeños y 

medianos vasos, característica patognomónica de la infección por estos 

microorganismos (Sahni et al., 2013). 

 

 

 Genoma de rickettsias 

 Los tamaños de los genomas de rickettsias son pequeños y sus 

secuencias están disponibles para la mayoría de las especies validadas. 

Actualmente, hay disponibles genomas de 23 de las 26 especies validadas de 

riquetsia, y para 11 de estas especies, se encuentran disponibles genomas de 2 

a 8 aislados (Cuadro.1) En comparación con los genomas de las bacterias de 

vida libre, los genomas rickettsiales exhiben varias propiedades inusuales. Estos 

genomas son pequeños, desde 1.11 Mb hasta 2.1 Mb. Su contenido en G + C es 

bajo y varía de 29% (R. typhi) al 33% (R. endosimbionte de I. scapularis) (Merhej 

et al., 2009). 

El tamaño del genoma y el contenido genético de las bacterias en relación 

con su estilo de vida, demostraron que la degradación del genoma, 

especialmente la pérdida de genes, ha sido una fuerza impulsora en la 

adaptación de las rickettsias y otras bacterias intracelulares para vivir dentro de 

las células eucarióticas. Al comparar el genoma de Rickettsia africae, organismo 

levemente patógeno en humanos, la especie más patógena R. conorii, Rickettsia 

rickettsii y Rickettsia prowazekii, la hipótesis de que la degradación del genoma 

en rickettsias se asoció con el aumento de la virulencia (Fournier et al., 2003).  

Sin embargo, los genomas rickettsiales también contienen una variedad 

de genes o fragmentos de ADN repetidos o duplicados; Los genomas rickettsiales 
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contienen repeticiones palindrómicas, módulos que codifican sistemas de 

secreción de tipo IV, tetratricopeptide que posiblemente desempeñan un papel 

en la patogenicidad al mediar interacciones con células eucariotas, módulos de 

toxina-antitoxina (TA) y genes paralógicos (Merhej et al., 2011). 

Además, se han identificado varios elementos genéticos móviles. Estos 

elementos incluyen plásmidos en al menos 10 especies, aunque anteriormente 

se pensaba que las rickettsias carecían de plásmidos. Un aspecto notable de los 

plásmidos de rickettsia es que hay múltiples plásmidos en varias especies (como 

en R. felis, R. helvética). Además, los plásmidos en rickettsiae pueden ser 

polimórficos, como se observa para Rickettsia felis, donde existe un plásmido en 

forma de 62 kb y de 39 kb (Baldridge et al., 2008) (Ogata et al., 2005). 

Cuadro 1. Características principales de los genomas de rickettsia transmitidos 

por garrapatas actualmente disponibles (Parola et al., 2013). 

 



10 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Las especies de rickettsia también contienen hasta 5 autotransportadores, 

proteínas con 3 dominios, una secuencia líder que media el transporte a través 

de la membrana celular, una secuencia del pasajero y una secuencia 

transportadora que se inserta como un barril β en la envoltura exterior para 

transportar al pasajero a la superficie exterior de la pared celular. Entre los 

autotransportadores, la proteína de membrana externa (omp) A está presente 

solo en las rickettsias en el grupo de la fiebre manchada, y ompB está presente 

en todas las especies de Rickettsia. Sca 1, Sca 2 y Sca 3 existen como genes 

divididos (interrumpidos en 2–4 marcos de lectura abiertos) en al menos 1 

especie de Rickettsia. Sca 4, que comparte la similitud de secuencia, no es un 

autotransportador, porque carece del dominio del transportador (MacLeod et al., 

2004).  
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Métodos de diagnóstico 

 Las pruebas serológicas siguen siendo el método más fácil, más utilizado 

y más ampliamente disponible para el diagnóstico de la rickettsiosis. Se pueden 

usar ensayos serológicos más sofisticados, como las técnicas de absorción 

cruzada (AC) y Western blotting (WB), para ayudar a diferenciar las infecciones 

rickettsiales mediante la evaluación de anticuerpos, pero estos métodos solo 

están ahora disponibles en el centro de colaboración de la OMS en Marsella. 

Francia. Aunque el cultivo es menos sensible que la serología y PCR cuantitativo 

(qPCR) para el diagnóstico de la rickettsiosis transmitida por garrapatas, 

recientemente se ha demostrado que las muestras de biopsia de piel (de erupción 

y/o escara) cultivadas en un centro de referencia pueden ser positivas incluso 

cuando las pruebas son negativas y que un resultado negativo por el uso de 

ensayos moleculares no excluye el diagnóstico de rickettsiosis (Angelakis et al., 

2012). 

La prueba serológica por medio de IFI (inmunofluorescencia indirecta) es 

el método de referencia. Sin embargo, aunque es de fácil acceso y manejo, es 

de utilidad diagnóstica retrospectiva y, debido a las características antigénicas 

compartidas, presenta reacciones cruzadas entre las diferentes especies del 

género Rickettsia, sobre todo cuando pertenecen a un mismo grupo (grupo de 

las fiebres manchadas, grupo del tifus, etc.). Esta es la prueba más utilizada en 

las Américas para estudios de seroprevalencia y como método diagnóstico frente 

a infecciones por rickettsias.  

Otro método en el cual se utilizan muestras de suero, es el Western Blot 

asociado a inmunoabsorción cruzada. Tiene la ventaja de identificar la especie 

de riquetsia involucrada en determinada infección, descartando reacciones 

cruzadas con otras especies. Esta prueba se basa en la absorción de anticuerpos 

homólogos y heterólogos presentes en el suero del paciente que, posteriormente, 

son verificados por medio del Western Blot al unirse o no hacerlo a proteínas 

antigénicas de las diferentes especies de riquetsia. Si se presenta la absorción 

de ambos anticuerpos, la especie de riquetsia utilizada en la mezcla con el suero, 



12 
 

se identifica como el agente etiológico; mientras que, si únicamente se remueven 

los anticuerpos heterólogos, la especie en la mezcla se identifica como el agente 

causal de la reacción cruzada, este es un método costoso y que requiere de 

tiempo considerable de dedicación (Raoult y Parola, 2007). 

La inmunohistoquímica, el cultivo celular y la amplificación por medio de 

qPCR y PCR convencional de genes conservados del género Rickettsia, son 

utilizados con mayor frecuencia en el mundo, de forma única y en combinación, 

siendo posible la determinación de las especies patógenas de riquetsia, de una 

forma rápida, eficaz y directa. Estos métodos son los únicos que pueden proveer 

un diagnóstico acertado durante la fase aguda de la enfermedad. Sin embargo, 

las muestras de mayor accesibilidad en los pacientes, como las de sangre, no 

suelen contener el suficiente número de microorganismos para su adecuada 

amplificación y caracterización. La mayor utilidad de estos métodos está en casos 

con lesiones dermatológicas que se prestan para practicar biopsia y que 

contienen considerable número de microorganismos viables, como la escara de 

inoculación (Raoult y Parola, 2007). 

 

 Genotipificación de cepas de R. rickettsii 

 Las comparaciones de la virulencia de cepas "orientales" versus 

"occidentales" en sistemas de modelos animales sugirieron una enfermedad 

menos grave causada por cepas orientales, aunque existe una variación 

significativa en la virulencia. Las bases moleculares para estas diferencias en la 

virulencia son desconocidas. Con sistemas genéticos limitados, ha sido difícil 

identificar los factores de virulencia en R. rickettsii. Se han identificado varias 

diferencias genómicas entre la cepa virulenta de R. rickettsii Sheila Smith y la 

avirulenta R. rickettsii Iowa, incluida la ausencia de proteína riquetsial de 

membrana externa A (ompA) de la avirulenta (Cuadro 2). Esta comparación 

reveló distinciones importantes, el número de polimorfismos hace que sea difícil 
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determinar cuáles son los responsables de la variación en la virulencia entre 

estas dos cepas (Ellison et al., 2008).  

Distinción genómica de cepas virulentas y avirulentas de R. rickettsii. Las 

dos cepas occidentales, Sheila Smith y R, mostraron un alto grado de identidad, 

mientras que las dos cepas orientales (Morgan e Iowa) fueron más similares entre 

sí. Sin embargo, las dos cepas occidentales eran casi tan diferentes de la 

virulenta cepa Morgan como lo eran de la avirulenta cepa Iowa. En particular, 

ambas cepas occidentales mostraron la deleción de 10 kb que se superpone a 

los restos de una proteína de membrana integral predicha que está intacta en 

otras especies rickettsiales. Exclusivo de esta gran eliminación, hubo 

aproximadamente un 99% de identidad entre las cuatro cepas de R. rickettsii. 

Solo 12 polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) no sinónimo (ompA), seis 

SNPs sinónimos y ocho SNPs en regiones intergénicas distinguieron a Sheila 

Smith de la cepa R. Una única inserción en el marco de 588 pb en una hipotética 

proteína que contiene repeticiones de anquirina de S. S. también distinguió estas 

dos cepas. De manera similar, solo ocho SNPs no sinónimo distinguieron 

específicamente las cepas Morgan y Iowa (diferencias de secuencia que se 

observaron solo en la cepa de Iowa y ninguna de las cepas virulentas se 

redujeron más adelante). Ocho inserciones / deleciones, cinco en regiones no 

codificantes y tres regiones codificantes, completan estas incidencias entre Iowa 

y Morgan. Solo 10 SNP no sinónimo son exclusivos de la cepa Iowa, al igual que 

8 SNP sinónimos y 11 SNP en regiones no codificadas. Una eliminación de un 

solo nucleótido del gen ompA cambia el marco de lectura abierto de Iowa y evita 

la expresión de ompA.  

Las cepas virulentas pueden contener una disminución adicional de la 

liberación de 891 pb en ompA que la diferencia de la cepa de Iowa. Una proteína 

que contiene repetición de anquirina (RrIowa_290) está truncada en la cepa Iowa, 

pero una transición A a G restaura el marco de lectura abierto en cada una de las 

cepas virulentas (Ellison et al., 2008) (Anderson et al., 1990). 
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Cuadro 2. Genomas para genotipificación y comparación (Ellison et al., 2008) 
 

Banco de genes 

número de acceso 

Genomas de 

R. rickettsii 

Kb ORF’s Cepa 

(CP000766.3) Iowa 1.268.201 1,567 avirulenta 

(CP000848.1) Sheila Smith 1.257.710 1,382  virulenta 

(CP003307.1) Arizona 1.267.197 1,380 virulenta 

(CP003305.1) Brazil 1.255.681 1,369 virulenta 

(CP003306.1) Colombia 1.270.083 1,387 virulenta 

(CP003311.1) Hlp#2 1.270.751 1,345 virulenta 

(CP006010.1) Morgan 1.269.809 
 

- virulenta 

(CP006009.1) R 1.257.005 
 

- virulenta 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El presente estudio se llevó acabo en Mexicali, Baja California, en el 

laboratorio de salud pública veterinaria del Instituto de Investigaciones en 

Ciencias Veterinarias, el cual incluyó un análisis previo de 24 muestras 

sanguíneas de pacientes humanos positivos a Rickettsiosis y 1 muestra de tejido 

de un mismo paciente positivo, obtenidas del banco de sangre del laboratorio de 

salud pública del programa de educación preventiva de Rickettsiosis; Donde al 

terminar la evaluación de las muestras, se tomó la decisión de tomar 3 de las 

muestras más intensas para su purificación y envío a secuenciación al laboratorio 

de Eurofin Genomics. La duración del estudio fue de 23 meses, del 1 de agosto 

del 2019 al 09 de junio del 2021, debido a la actual pandemia.  

Una vez se recibió la información del laboratorio de Eurofin Genomics se 

procedió a la revisión de literatura en el NCBI, al análisis de los datos obtenidos 

en las muestras utilizando la aplicación de BioEdit para observar y evaluar el 

cromatograma, alineación de las secuencias, detectar cambios en las 

secuencias, entre otros. Tambien se utilizó otra aplicación llamada BLAST.NCBI 

para la comparación de la secuencias ya alineadas y listas para comparar; para 

poder determinar diferencias y/o similitudes que encontradas en las muestras. 
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METODOLOGÍA 

Con 24 muestras sanguíneas se realizó la extracción de ADN con el kit 

DNeasy Blood & Tissue (250) (QIAGEN, Hilden, Germany) con las siguientes 

modificaciones: en el proceso de precipitación de ADN, la incubación con termo-

mezclador a 70°C por 15 minutos y centrifugar por 3 segundos. Para los genes 

de 17kDa, ompA, y gltA de R. rickettsii (Cuadro 4). Se prosiguió a colocar las 

extracciones en el termociclador (TECHNE-GENIUS) el cual está programado 

para realizar los ciclos de temperaturas necesarios para la amplificación de ADN 

descritos por Tzianabos et al. 1989. Una vez finalizado el proceso de 

amplificación de ADN, se prosiguió a la realización de electroforesis (Thermo 

Scientific Owl B2) utilizando un gel de agarosa al 1.5% (Agarose LE, Analytical 

Grade Promega) en solución amortiguadora TAE 1X (Tris acetato, EDTA), 

utilizando SafeView Classic (Applied Biological Materials). Se observó ADN 

rickettsial en las muestras amplificadas utilizando un transiluminador UV (Ultra 

Lum, Fisher Scientific). Al presenciar que las muestras presentaron bandas 

intensas y no tan intensas, se optó por recolectar 3 muestras con bandas muy 

intensas para realizar la purificación de estos productos de PCR con ADN 

rickettsial con BIONEER-AccuPrep®PCR/Gel Purification kit (K-3037, K-3038). 

Para después enviarlos a secuenciación al laboratorio de Eurofins Genomics en 

Louisville, Kentucky.  

Cuadro 3. Iniciadores utilizados para secuenciación de R. rickettsii 
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RESULTADOS 

 

Secuenciación comparativa 

Cuadro 4. Comparación de muestras secuenciadas con genes para R. rickettsia  

No. De 

muestras 

secuenciadas 

Región analizada No. De 

diferencias  

% de 

identidad 

Diferencia de 

secuencias Principio  Final Longitud 

   

 
 
 
 

BMFJ34 -20 
gltA 

 

 

 

 

60 

 

 

 

209 

 

 

 

351 

 

 

 

9 

 

 

 

100 % 

105 

109 

111 

187 

193 

200 

203 

209 

C 

T 

T 

C 

A 

T 

T 

A 

T 

A 

C 

T 

G 

C 

A 

T 

BMFJ35-110 

gltA 

50 360 677 0 100 % 296 

360 

- 

T 

A 

- 

BMFJ39-110 

ompA 

60 470 913 0 100 % - - - 

BMFJ40-118 

ompA 

120 520 914 2 99.75 % 158 

483 

C 

T 

G 

G 

BMFJ43- 110 

17kDa 

60 190 363 0 100 % - - - 

BMFJ44-118 

17kDa 

65 170 376 2 100 % 103 

106 

C 

T 

A 

A 
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DISCUSIONES 

 

Realizando las comparaciones por medio de BioEdit y tomando 

referencias de porcentajes de similitud encontrados en BLAST.NCBI se obtuvo 

la siguiente información: 

BMFJ34 – muestra 20, gen gltA: La región analizada ya alineada fue de 

351 pares de base en total; se inició en la posición número 60 y terminó en la 

posición 209, donde se observaron 9 diferencias en total en las diferentes 

posiciones ya mencionadas. El porcentaje de identidad se determinó realizando 

la comparación en el banco de genes de NCBI; Comparando en al menos 5 

resultados, se observó que la muestra dio como resultado 100% de porcentaje 

de identidad para Rickettsia sp, Rickettsiia rickettsii; Correspondiente a gen gltA; 

Query cover de 99%; E value de 2e-70; Y cada uno de los otros resultados 

evaluados tuvieron una longitud entre 350-1136 pares de base.  

BMFJ35 - muestra 110, gen gltA: La región analizada y alineada fue de 

677 pares de base en total; posición 50 a posición 360 donde no se observó 

alguna diferencia destacable; solo se encontraron 2 deleciones de par de base 

en diferentes posiciones que al verificar en el cromatograma se podía encontrar 

el par de base faltante y este coincidía con la secuencia alineada. En cuanto al 

porcentaje de identidad, se observó que la muestra tuvo un 100% de porcentaje 

de identidad para Rickettsia sp, R. rickettsii de las cepas Morgan, R y clon de 

cepa Iowa; Correspondiente a gen gltA; Querry cover de 99%; E value de 2e-159; 

longitud de 382 – 1,268,242 pares de base; En donde la última longitud hace 

referencia al genoma completo de la bacteria R. rickettsii. 

BMFJ39 - muestra 110, gen ompA: La región analizada y alineada fue de 

913 pares de base en total; posición 60 a posición 470 donde no se observó 

alguna diferencia.  En cuanto al porcentaje de identidad, se observó que la 

muestra tuvo 100% de identidad para R. rickettsii, correspondiente al gen de la 
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proteína de membrana ompA; Querry cover de 100%; E value 0.0; longitud de 

431 a 503 pares de base.  

BMFJ40 – muestra 118, gen ompA: La región analizada y alineada fue de 

914 pares de base en total; posición 120 a posición 520; donde se observaron 2 

diferencias en las posiciones ya mencionadas. En el porcentaje de identidad, se 

observó que la muestra tuvo 99.75% de identidad para R. rickettsii, con el gen 

para la proteína de membrana ompA; Querry cover de 100%; E value 0.0; longitud 

de 431 a 503 pares de base.  

BMFJ43 - muestra 110, gen 17kDa: La región analizada y alineada fue de 

363 pares de base en total; en la posición 60 a posición 190; donde no se observó 

alguna diferencia. En el porcentaje de identidad se observó que la muestra tuvo 

100% de identidad para R. parkeri, Rickettsia sp. Y R. rickettsii, con el gen de 17 

kDa; Querry cover de 100%; E value 7e-60; longitud de 434 a 1, 348, 030 pares 

de base. En donde la última longitud hace referencia a una cepa R. parkeri de la 

selva atlántica donde mencionan que es el genoma completo de la misma.  

BMFJ44 – muestra 118, gen 17kDa: La región analizada y alineada fue de 376 

pares de base en total; en la posición 65 – 170; donde se observaron 2 diferencias 

en las posiciones ya mencionadas. En el porcentaje de identidad, se observó que 

la muestra tuvo 100% de identidad para R. parkeri, Rickettsia sp. Y R. rickettsii, 

con el gen de 17 kDa; Querry cover de 100%; E value 4e-46; longitud de de 434 

a 1, 348, 030 pares de base. En donde la última longitud hace referencia a una 

cepa R. parkeri de la selva atlántica donde mencionan que es el genoma 

completo de la misma. 
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CONCLUSIONES 

 

Al comparar las muestras secuenciadas con los resultados en el banco de 

genes podemos concluir que, si hay diferencias, podemos encontrar 

inserciones, deleciones de pares de base, polimorfismos de un solo 

nucleótido; aunque sean mínimas entre cada resultado, pero las hay.  

Rickettsia rickettsii es una bacteria con un genoma pequeño y difícil de 

descifrar siendo la amplificación la mejor opción para la obtención de 

información que la relacione con patogenicidad, ya que hasta la fecha no se 

ha logrado. 

Existen muchas similitudes entre el género de Rickettsia y aún más en cada 

especie que se subdivide o que tiene un subgrupo de ella misma, ya que las 

diferencias varían alrededor de 1%. 

Las rickettsiosis están distribuidas en general en el continente americano sin 

mostrar un patrón endémico. Al igual que las especies de garrapatas ya que 

se pueden encontrar varios géneros de estas en áreas donde no las 

encontraban antes o no sabían que había en ese lugar. 

Hacen falta más estudios relacionados a Rickettsia rickettsii en particular y 

más en México sobre todo en regiones donde se ven afectadas como 

Mexicali, Sonora y Sinaloa.  
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ANEXO 

 

Llaves de acceso del banco de genes que se compararon con cada una de las 

muestras: 

BMFJ34 – muestra 20, gen gltA: Rickettsia rickettsii: MH194350.1, Rickettsia sp: 

KY490997.1, LC456208.1, MG906678.1, MH177455.1 estudio basado en 

garrapata  Haemaphysalis longicornis.  

 

BMFJ35 - muestra 110, gen gltA: Rickettsia sp: KY490997.1, Rickettsia 

rickettsii:CP018914.1, CP018913.1, CP006010.1, CP006009.1. 

 

BMFJ39- muestra 110, gen ompA: Rickettsia rickettsii: MN388788.1, 

MK350321.1, MK744157.1, MF678551.1, MF678550.1. 

 

BMFJ40 – muestra 118, gen ompA: Rickettsia rickettsii: MN388788.1, 

MK350321.1, MK744157.1, MF678551.1, MF678550.1. 

 

BMFJ43 - muestra 110, gen 17kDa: Rickettsia parkeri: MK814827.1, 

MK814826.1, CP040325.1; Rickettsia sp: MN388800.1; Rickettsia rickettsii: 

MK744159.1. 

 

BMFJ44 – muestra 118, gen 17kDa: Rickettsia parkeri: MK814827.1, 

MK814826.1, CP040325.1; Rickettsia sp: MN388800.1; Rickettsia rickettsii: 

MK744159.1. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH194350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY490997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC456208.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG906678.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH177455.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C03KPVTB016
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHaemaphysalis_longicornis&psig=AOvVaw32DXWEDAOspyBe9j4YPu_r&ust=1623292004708000&source=images&cd=vfe&ved=2ahUKEwjepN2LwInxAhX_HjQIHS1HBG8Qr4kDegUIARC2AQ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY490997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP018914.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP018913.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK350321.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744157.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678550.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK350321.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744157.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678550.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388800.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388800.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0RMT5CV01R

