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Resumen: Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772) se distribuye en Sudamérica y posee importancia médica y ve-
terinaria. En Uruguay se encuentra ampliamente distribuida parasitando vertebrados silvestres y domésticos 
y se la relaciona a casos de rangeliosis canina. El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de orga-
nismos rickettsiales y piroplasmas en A. aureolatum del norte de Uruguay. Para ello se recolectaron 117 ninfas y 
adultos de A. aureolatum sobre zorros, perros y vegetación, así como una sobre un humano. Se extrajo ADN de 
las garrapatas obtenidas de animales y vegetación para realizar diferentes PCR utilizando cebadores dirigidos 
a genes para la detección de ADN de organismos Rickettsiales (Anaplasmataceae, Rickettsiaceae y Midichloriaceae) 
así como protozoarios del Orden Piroplasmida. Como resultados se obtuvieron tres secuencias, una para el 
gen gltA con una identidad de entre 99,4 a 100% con Rickettsia bellii, otra para el gen 16S ARNr con un 100% de 
identidad con Candidatus Midichloria sp. y la restante con 100% de identidad con Rangelia vitalii para el gen 18S 
ARNr. Estos resultados corresponden a los primeros reportes de R. bellii para el país y de Ca. Midichloria sp. y R. 
vitalii en A. aureolatum. Además, se reporta el primer caso de A. aureolatum parasitando humanos en Uruguay. 
Palabras clave: Amblyomma aureolatum, Rickettsia bellii, Candidatus Midichloria sp., Rangelia vitalii, Uruguay 

Summary: Amblyomma aureolatum (Pallas,1772) is distributed in South America and holds medical and veterinary signif-
icance. In Uruguay, it is widely distributed, parasitizing both wild and domestic vertebrates, and has been associated with 
cases of canine rangeliosis. This studied aimed to determine the presence of rickettsial organisms and piroplasms in A. aure-
olatum from northern Uruguay. A total of 117 nymphs and adults of A. aureolatum were collected from foxes, dogs, vegeta-
tion, and one specimen was found on a human. DNA was extracted from ticks obtained from animals and vegetation to 
performing various PCR assays using primers targeting genes to detect DNA from Rickettsial organisms (Anaplasmataceae, 
Rickettsiaceae, and Midichloriaceae) as well as Piroplasmida protozoa. As a result, three sequences were obtained: one for 
the gltA gene with an identity ranging from 99.4% to 100% with Rickettsia bellii, another for the 16S rRNA gene showing 
100% identity with Candidatus Midichloria sp., and the remaining sequence displayed 100% identity with Rangelia vitalii 
for the 18S rRNA gene. These results represent the first reports of R. bellii in the country and of Ca. Midichloria sp. and R. 
vitalii in A. aureolatum. Additionally, the first case of A. aureolatum parasitizing a human in Uruguay is reported. 
Keywords: Amblyomma aureolatum, Rickettsia bellii, Candidatus Midichloria sp., Rangelia vitalii, Uruguay 
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1. Introducción 

Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772) es una especie de garrapata Neotropical que se distribuye en Argen-
tina, Brasil, Guyana Francesa, Paraguay, Surinam y Uruguay (Nava et al., 2017). Los principales hospedadores 
para los adultos son mamíferos carnívoros, aunque el rango es amplio e incluye varias especies de otros órde-
nes de mamíferos, así como el humano. Las formas inmaduras se han reportado en aves, principalmente pa-
seriformes y en mamíferos del orden Rodentia y Didelphimorphia (Nava et al., 2017; Guglielmone et al., 2021). 

Es una especie que tiene importancia sanitaria tanto en salud pública como animal por los patógenos que 
transmite (Nava et al., 2017). En Uruguay se ha reportado en 8 de los 19 departamentos (Artigas, Colonia, Mal-
donado, Salto, Paysandú, Rio Negro, Rocha y Tacuarembó) parasitando animales domésticos y silvestres, aun-
que no se ha determinado en humanos (Guglielmone et al., 2021; Martins et al., 2014; Rivero et al., 2017). 

Si bien es considerada como una garrapata que parasita a humanos en forma esporádica (Guglielmone y 
Robbins, 2018), es una especie relevante ya que es reconocido vector de las rickettsiosis causadas por Rickettsia 
rickettsii así como de Rickettsia sp. cepa Mata Atlántica en Brasil (Pinter et al., 2006; Labruna, 2009; Barbieri et 
al., 2014). 

También ha sido hallada infectada con Rickettsia bellii en Brasil y Argentina, aunque se considera a esta 
especie como no patógena para vertebrados (Pinter et al., 2006; Horta et al., 2007; Parola et al., 2013). Otro 
rickettsial determinado en A. aureolatum de Argentina es Candidatus Midichloria sp., el cual es considerado un 
endosimbionte (Cicuttin et al., 2022). 

En animales su mayor importancia es en caninos tanto domésticos como silvestres, siendo el vector de 
Rangelia vitalii (Nava et al., 2017). En perros provoca un grave cuadro hemorrágico y hemolítico conocido como 
rangeliosis canina (Soares et al., 2011). R. vitalii tendría como hospedadores naturales a zorros, y ha sido de-
terminada en diferentes especies de zorros en Brasil (Soares et al., 2014; Fredo et al., 2015; Silveira et al., 2016) 
y Cerdocyon thous en Uruguay (De Lorenzo et al., 2021). Incluso, en C. thous de Brasil se han reportado casos 
clínicos de rangeliosis (Copat et al., 2019; Soares et al., 2014; Souza et al., 2019). En Uruguay la rangeliosis ca-
nina fue reportada por primera vez por Sarasúa y Donati. (1976) y posteriormente Rivero et al. (2017) presentan 
casos asociados a A. aureolatum. El objetivo del presente estudio es determinar la presencia de organismos 
rickettsiales y piroplasmas en A. aureolatum así como presentar el primer caso de parasitismo en humanos de 
esta garrapata para el país.  

2. Materiales y métodos 

Los muestreos se realizaron entre los meses de junio y octubre de 2016 con una salida de campo adicional 
en septiembre de 2017 en la región norte de Uruguay, comprendiendo a los departamentos de Salto, Rivera y 
Tacuarembó. Las garrapatas fueron colectadas sobre la vegetación mediante la técnica de “bandereo o arrastre” 
pasando un trozo de tela blanca de un metro de ancho por 1,2 de largo, la cual se revisaba cada 5 a 10 metros 
(Félix et al., 2021). Además, se obtuvieron garrapatas sobre perros en establecimientos rurales, en zorros ha-
llados recientemente atropellados en rutas y sobre un humano durante uno de los muestreos (Tabla 1). Las 
garrapatas colectadas se conservaron en alcohol 95° y se las identificó siguiendo las claves propuestas por Nava 
et al. (2017) mediante el uso de una lupa estereoscópica binocular Nikon modelo SMZ 1000 y fotografiadas con 
una cámara Nikon modelo DS-Fi3 (Nikon Corporation, Tokio, Japón). 

Para la extracción de ADN, las ninfas se procesaron enteras y los adultos se cortaron longitudinalmente a 
la mitad, donde una mitad fue utilizada para la extracción y la otra conservada en alcohol con su correspon-
diente identificación. Los lotes (pools) para el procesamiento se realizaron en función del estadio y sexo de las 
garrapatas, y por cada sitio y fecha de muestreo, no superando los 10 ejemplares por lote en ningún caso.  

La extracción de ADN genómico se realizó mediante el kit comercial GeneJET Genomic DNA Purification 
Kit (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido 
se cuantificó mediante espectrofotómetro Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.UU.) 
y se conservó a -20 ºC hasta su utilización. 

Para la detección de ADN del género Rickettsia, primero se realizó una PCR convencional (PCRc) a modo 
de tamizaje usando los cebadores CS78 (5ˊ-GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3´) y CS323 (5ˊ-GCTTCCT-
TAAAATTCAATAAATCAGGAT-3´) que amplifican un fragmento corto de 401 pb del gen gltA, que codifica la 
enzima citrato sintasa (presente en todas las rickettsias) (Labruna et al., 2004; Oteo et al., 2014). A las muestras 
positivas se les realizó otra PCR que amplifica un fragmento de 834 pb del mismo gen utilizando los cebadores 
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CS-239 (5ˊ-GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT-3´) y CS-1069 (5ˊ-CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT-3´) (Labruna 
et al., 2004). 

Como complemento, se realizó una PCR para amplificar un fragmento del 532 pb de la proteína de la mem-
brana externa ompA, que está presente fundamentalmente en las rickettsias del grupo de las fiebres mancha-
das, utilizando los cebadores Rr190.70p (5ˊ-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3´) y Rr190.602n (5ˊ-AGTGCA-
GCATTCGCTCCCCCT-3´) (Roux et al.,1996; Oteo et al., 2014). 

Para los rickettsiales de la familia Anaplasmataceae se empleó una PCR de tamizaje usando los cebadores 
EHR16SD (5ˊ-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3´) y EHR16SR (5ˊ-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3´) que amplifi-
can un fragmento de 345 pares de bases (pb) del gen 16S ARNr (Parola et al., 2000). Las muestras positivas 
fueron sometidas a otras dos PCRs dirigidas al mismo gen que amplifican dos fragmentos solapantes de apro-
ximadamente 1500 pb, utilizando la combinación de cebadores fD1 (5ˊ-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3´) / EHR16SR y EHR16SD /rP2 (5ˊ-CCCGGGATCCAAGCTTACGGCTACCTTGTTACGACTT -3´) 
(Weisburg et al., 1991; Inokuma et al., 2001). 

Mientras que para piroplasmas, se utilizaron los cebadores BAB143-167 (5ˊ-CCGTGCTAATTGTAGGG 
CTAATACA-3´)  y BAB694-667 (5ˊ-GCTTGAAACACTCTARTTTTCTCAAAG-3´) que amplifican un fragmento de 
551 pb del gen 18S ARNr de los géneros Babesia, Rangelia, Theileria y Cytauxzoon (Soares et al., 2017). 

Como controles positivos se utilizó Anaplasma marginale, Rickettsia parkeri y Babesia bovis y como control 
negativo agua de grado molecular libre de nucleasas. 

Los productos resultantes de las PCRs se verificaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, te-
ñidos con GoodView Nucleic Acid Stain (Beijing SBS Genetech Co. Ltd., China), y visualizados bajo un tran-
siluminador UV. 

Los amplicones del tamaño esperado fueron purificados utilizando el kit comercial GeneJET PCR Purifi-
cation Kit (Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lituania) y enviados a secuenciar a la empresa Macrogen (Seúl, 
Corea del Sur).  

Las secuencias obtenidas se corrigieron manualmente y se alinearon utilizando el programa MUSCLE en 
el software MEGA 7 (Kumar et al., 2016). Las secuencias consensos finales se compararon con otras disponibles 
en el GenBank. 

Las relaciones filogenéticas entre las secuencias obtenidas y las especies relacionadas se realizaron me-
diante el software MEGA 7 (Kumar et al., 2016) utilizando el método de Máxima Verosimilitud basado en el 
modelo de Tamura 3 parámetros (Tamura, 1992). 

Resultados 

Se recolectaron un total de 118 garrapatas, determinadas como A. aureolatum, de las cuales 89 fueron nin-
fas, 15 machos y 14 hembras. Ciento nueve se obtuvieron de la vegetación (89 ninfas, 13 machos y 7 hembras), 
seis extraídas de perros (1 macho y 5 hembras), dos obtenidas de dos zorros C. thous (1 macho en uno y 1 hembra 
en otro) y una hembra hallada parasitando a un humano. Los detalles para cada lote obtenido se presentan en 
la Tabla 1. 

La hembra hallada parasitando a un humano en la región interdigital de una mano en Gruta de los Cuer-
vos, departamento de Tacuarembó, corresponde al primer reporte para Uruguay (Figura 1). Este ejemplar, al 
que no se le realizaron análisis moleculares, fue depositado en la colección del Laboratorio de Vectores y En-
fermedades Transmitidas del CENUR Litoral Norte, Universidad de la República bajo el número DPVURU-919.  
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Figura 1. Hembra de Amblyomma aureolatum hallada en humano. A) Vista dorsal B) Vista ventral. 

En cuanto a los análisis moleculares para la detección del género Rickettsia, de las 24 muestras procesadas, 
siete amplificaron para la PCR de tamizaje dirigida al gen gltA (cebadores CS78/CS323). De estas siete mues-
tras, solo una, la A73-2, compuesta por 10 ninfas recolectadas de vegetación en Gruta de los Cuervos, Departa-
mento de Tacuarembó, amplificó para la segunda PCR dirigida al gen gltA (cebadores CS239/CS1069). Además, 
ninguna de las siete muestras amplificó para el gen ompA. La secuencia consenso obtenida fue de 803 pb, la 
cual demostró una identidad de entre 99,4 a 100% con varias secuencias para el gen gltA de R. bellii procedentes 
de garrapatas de diferentes géneros depositadas en GenBank. Esto coincide con el análisis filogenético, donde 
la secuencia forma una clado con un soporte de 100% con secuencias de R. bellii (Figura 2). Para la PCR dirigida 
al gen 16S ARNr de rickettsiales de la familia Anaplasmataceae, una muestra perteneciente a una hembra de A. 
aureolatum (A68) amplificó con los cebadores EHR16SD/EHR16SR y se obtuvo una secuencia de 309 pb, la cual 
posee una identidad del 100% con Ca. Midichloria sp. determinada en A. aureolatum de Buenos Aires, Argentina 
(GenBank MW599399) y de 99,68% con otras Ca. Midichloria sp. provenientes de otras especies de garrapatas 
(GenBank KY910125, EF687768, AF497583). Esta muestra no amplificó con los cebadores fD1/EHR16SR y 
EHR16SD/rP2 por lo que no se obtuvo un fragmento de mayor longitud para este gen. 
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Figura 2. Árbol filogenético construido con secuencias parciales del gen citrato sintasa (gltA) mediante el método de 
máxima verosimilitud de acuerdo al modelo Tamura 3 parámetros. Los números representan el soporte bootstrap 
generado a partir de 1000 réplicas, se muestran los valores >70. Las secuencias obtenidas están en negrita y los nú-
meros de acceso a GenBank están entre paréntesis. 

Con respecto a la detección de piroplasmas, una muestra, compuesta por tres machos (A41_1) resultó po-
sitiva a la PCR dirigida al gen 18S ARNr, generando una secuencia de 528 pb cuya identidad fue de entre 99,24 
a 100% con secuencias de R. vitalii obtenidas sobre perros y zorros de Argentina, Brasil y Uruguay. En el análisis 
filogenético la secuencia obtenida forma una clado con un alto soporte con secuencias de R. vitalii de los países 
anteriormente mencionados (Figura 3). 

Las secuencias obtenidas fueron depositadas en el GenBank con los números de acceso OR401938 para gltA 
de R. bellii, OR391750 para 16S ARNr de Ca. Midichloria sp. y OR390073 para 18S ARNr de R. vitalii respectivamente. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Árbol filogenético construido con secuencias parciales del gen 18S ARNr mediante el método de máxima 
verosimilitud de acuerdo al modelo Tamura 3 parámetros. Los números representan el soporte bootstrap generado 
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a partir de 1000 réplicas, se muestran los valores >70. Las secuencias obtenidas están en negrita y los números de 
acceso a GenBank están entre paréntesis. Theileria parva fue incluido como grupo externo. 

Discusión 

El hallazgo de A. aureolatum parasitando a un humano, además de ser el primero para el país, es un dato 
relevante debido a la importancia de esta especie como vector de las rickettsiosis causadas por R. rickettsii y 
Rickettsia sp. cepa Mata Atlántica (Pinter y Labruna, 2006; Barbieri et al., 2014). Si bien es una especie que pa-
rasita en forma esporádica a humanos, este reporte de una hembra concuerda con Guglielmone y Robbins 
(2018) y Guglielmone et al. (2021) quienes mencionan que los adultos y en particular las hembras tienen mayor 
tendencia a parasitar humanos. 

En cuanto a los microorganismos determinados, el hallazgo de R. bellii corresponde al primero para Uru-
guay y a la tercera Rickettsia en garrapatas, tras Rickettsia parkeri en Amblyomma triste (Venzal et al., 2004) y Ri-
ckettsia sp. en Ixodes fuscipes (Sebastian et al., 2020). Hasta el momento, los dos reportes de R. bellii infectando 
a A. aureolatum corresponden a uno para San Pablo por Brasil (Pinter y Labruna, 2006) y otro para Buenos Aires, 
Argentina (Cicuttin et al., 2022).  

De las 117 garrapatas procesadas, solo un lote compuesto por 10 ninfas de vegetación resultó positivo para 
esta Rickettsia. Esta baja prevalencia de infección coincide con los resultados de Pinter y Labruna. (2006) quie-
nes obtuvieron 10 positivos a R. bellii de 669 (1,49%) ejemplares adultos de A. aureolatum extraídos de perros en 
un área endémica de rickettsiosis en San Pablo, Brasil.  

Otro organismo rickettsial detectado fue Ca. Midichloria sp., un endosimbionte perteneciente a la familia 
Midichloriaceae dentro del orden Rickettsiales, cuya secuencia resultó idéntica a la determinada por Cicuttin et 
al. (2022) en A. aureolatum de Argentina. Siendo este el segundo reporte de un endosimbionte de la familia 
Midichloriaceae en garrapatas en Uruguay tras el de un microorganismo relacionado a Candidatus Midichloria 
mitochondrii en A. triste (Venzal et al., 2008). Este microorganismo se transmite en forma transovárica y se 
localiza en el interior de las mitocondrias de los invertebrados y no parece ser patógeno para los humanos 
(Richard et al., 2009). 

Con respecto a los piroplasmas, la determinación de R. vitalii es la primera en garrapatas para Uruguay. Si 
bien A. aureolatum es considerado el vector natural de R. vitalii (Soares et al., 2018), todos los reportes en nuestro 
país provenían hasta el momento de perros con rangeliosis clínica, algunos de los cuales estaban parasitados 
con A. aureolatum o de muestras de sangre o tejidos del zorro C. thous obtenidas de animales atropellados en 
rutas (Soares et al., 2015; Rivero et al., 2017; De Lorenzo et al., 2021).  
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Tabla 1: Datos de las muestras de Amblyomma aureolatum utilizadas en el estudio. 

Código muestra Fecha Localidad (Coordenadas) Obtenido de: 
N°, estadio y procesa-
miento para PCR (lotes) 

Am32z 13/06/2016 Ruta 3 y rotonda Salto Grande, Salto (31°20'56"S, 57°51'45"O) Cerdocyon thous 1 H* (1 lote) 

A61 14/10/2016 Cuevas de San Antonio, Salto (31°20'34"S, 57°58'53"O) Perro 1 H, 1 M** (2 lotes) 

A65 29/10/2016 Cuevas de San Antonio, Salto (31°20'34"S, 57°58'53"O) Perro  1 H (1 lote) 

A63 20/10/2016 Cuevas de San Antonio, Salto (31°20'34"S, 57°58'53"O) Perro 1 H (1 lote) 

A67 25/10/2016 Ruta 5, Km 465, Rivera (31°11'22"S, 55°39'09"O) Cerdocyon thous 1 M (1 lote) 

A68 26/10/2016 Proximidades Cortumes, Rivera (31°43'52"S, 55°11'02"O) Perro 1 H (1 lote) 

A69 26/10/2016 Estancia Casalás, Rivera (31º39'49"S, 55º03'02"O) Perro 1 H (1 lote) 

A71-1 26/10/2016 Estancia Casalás, Rivera (31º39'49"S, 55º03'02"O) Vegetación  7 N*** (1 lote) 

A71-2 26/10/2016 Estancia Casalás, Rivera (31º39'49"S, 55º03'02"O) Vegetación  7 N (1 lote) 

A72-1 27/10/2016 A° Rubio Chico, Valle del Lunarejo, Rivera (31°08′29″S, 55°54′01″O) Vegetación  9 N (1 lote) 

A72-2 27/10/2016 A° Rubio Chico, Valle del Lunarejo, Rivera (31°08′29″S, 55°54′01″O) Vegetación  9 N (1 lote) 

A73-1 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  10 N (1 lote) 

A73-2 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  10 N (1 lote) 

A73-3 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  10 N (1 lote) 

A73-4 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación 9 N (1 lote) 

A74-1 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  3 H (1 lote) 

A74-2 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  4 H (1 lote) 

A74-3 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  3 M (1 lote) 

A74-4 28/10/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  4 M (1 lote) 

Am41-1 13/8/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación 3 M (1 lote) 

Am41-2 13/8/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  3 M (1 lote) 

Am42-1 13/8/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación 6 N (1 lote) 

Am42-2 13/8/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  6 N (1 lote) 

Am42-3 13/8/2016 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Vegetación  6 N (1 lote) 

A121 15/9/2017 Gruta de los Cuervos, Tacuarembó (31°37′08″S, 56°02′47″O) Humano  1H (sin PCR) 

 
H*: hembra, M**: macho, N***: ninfa 
 
 
 
 


