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Resumen: Rhipicephalus microplus es una especie de garrapata reconocida mundialmente por su impacto en la ganaderia y la
salud publica. La comprension de su bacterioma es vital para entender su papel como vector de enfermedades. A pesar de su
importancia, en Ecuador, el conocimiento sobre su diversidad bacteriana es escaso, marcando una notable deficiencia dada su
influencia econdmica y sanitaria. El objetivo de la presente investigacion fue determinar el perfil microbiano presente en las
garrapatas recolectadas en tres provincias del oriente ecuatoriano (Orellana, Sucumbios y Napo) a través de la secuenciacion de los
amplicones de ADN V3-V4; V4-V5 de la region 16S usando la tecnologia de Oxford Nanopore, con la finalidad de brindar una
comprension detallada de la diversidad bacteriana presente y sus posibles implicaciones en la salud publica. Utilizando 70 pools de
ADN suministrados por el CIZ de la Universidad Central del Ecuador, se amplificaron las regiones anteriormente nombradas. Los
amplicones resultantes se clasificaron seglin el lugar de recoleccion para posteriormente ser secuenciados. Los datos obtenidos se
analizaron utilizando la plataforma EPI2ME. Se identificaron 45 géneros bacterianos en este estudio, clasificaindose de la siguiente
manera: 12.20% como endosimbiontes, 51.22% de origen ambiental, 12.20% como patoégenos, y un 24.39% quedo sin clasificacion
clara. Entre los mas prevalentes figuraron Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus y Ehrlichia, con Sucumbios presentando mayores
prevalencias de los tres primeros, y Napo resaltando por la presencia de Ehrlichia. Napo también revel6 géneros exclusivos como
Paracoccus, Alcanivorax y Clostridium. Los hallazgos sugieren interacciones endosimbidticas complejas, especialmente con
Pseudomonas, Stenotrophomonas y Bacillus, y resaltd la importancia de estos artropodos en la diseminacion de patdogenos como
Brucella, Ehrlichia, Corynebacterium vy Anaplasma subrayando la urgencia de implementar medidas de vigilancia
epidemiolégica eficaces.

Palabras clave: Rhipicephalus microplus, Nanopore; bacterioma; microbiota; ganado; MinlON; vectores zoondticos; salud animal

Abstract: Rhipicephalus microplus is a species of tick recognized worldwide for its impact on livestock and public health.
Understanding its bacteriome is vital to comprehend its role as a disease vector. Despite its importance, in Ecuador, knowledge
about its bacterial diversity is scarce, marking a significant deficiency given its economic and health influence. The aim of this
research was to determine the microbial profile present in ticks collected from three eastern Ecuadorian provinces (Orellana,
Sucumbios, and Napo) through the sequencing of DNA amplicons V3-V4; V4-V5 of the 16S region using Oxford Nanopore
technology, to provide a detailed understanding of the present bacterial diversity and its possible implications for public health.
Using 70 DNA pools supplied by the CIZ of the Central University of Ecuador, the regions were amplified. The resulting
amplicons were classified according to the collection site and then sequenced. The data obtained were analyzed using the EPI2ME
platform. In this study, 45 bacterial genera were identified, classified as follows: 12.20% as endosymbionts, 51.22% of
environmental origin, 12.20% as pathogens, and 24.39% remained without clear classification. Among the most prevalent were
Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus, and Ehrlichia, with Sucumbios showing higher prevalences of the first three, and Napo
standing out for the presence of Ehrlichia. Napo also revealed exclusive genera such as Paracoccus, Alcanivorax, and Clostridium.
The findings suggest complex endosymbiotic interactions, especially with Pseudomonas, Stenotrophomonas, and Bacillus, and
highlighted the importance of these arthropods in the spread of pathogens such as Brucella, Ehrlichia, Corynebacterium, and
Anaplasma, underscoring the urgency of implementing effective epidemiological surveillance measures.

Keywords: Rhipicephalus microplus; Nanopore; bacteriome; microbiota; livestock; MinlON; zoonotic vectors; animal health
1. Introducciéon

Las garrapatas, artropodos del suborden Ixodida, se dividen en dos familias principales: Argasidae e Ixodidae.
La familia Ixodidae, la mas amplia, cuenta con 707 especies descritas (Hodosi et al., 2022; Nicholson et al., 2019).
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El cuerpo de la garrapata consta de tres segmentos principales: el capitulum, el idiosoma y las patas. Estos
artropodos atraviesan cuatro fases en su ciclo de vida: huevo, larva, ninfa y adulto durante las cuales necesitan
alimentarse de sangre y pueden sobrevivir sin hacerlo durante uno o mas afios (Hodosi et al., 2022; Nicholson et al.,
2019). Estos ectoparasitos pueden transmitir enfermedades a sus hospederos, convirtiéndose en portadores de
agentes patdgenos que afectan tanto a animales como a humanos (Suminda et al., 2022). Gracias a su prolongada
vida, alta tasa de reproduccion y capacidad para alimentarse de diversos hospederos, las garrapatas se destacan como
vectores altamente eficientes (Jongejan & Uilenberg, 2004; Madison-Antenucci et al., 2020; Nicholson et al., 2019).

Dentro de este contexto, la garrapata Rhipicephalus microplus emerge como una de las especies mas prevalentes
y ampliamente distribuidas que afectan al ganado (Janadaree Bandara & Parakrama Karunaratne, 2017). Con un
ciclo de vida corto y monoxénico, depende de un tinico hospedador durante su desarrollo (Pereira et al., 2022). Esta
garrapata ha sido identificada en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales, emergiendo como el
ectoparasito de mayor relevancia economica para la industria ganadera a nivel global (Kumar, 2019). Su presencia
en el ganado ocasiona dafios directos como traumatismos, infecciones, deterioro de la piel y pérdida de peso, lo cual
afecta negativamente la produccion de leche, carne y cuero (Grisi et al., 2014). Ademas, esta especie se destaca por
su capacidad para transmitir enfermedades al ganado, incluyendo la babesiosis (causada por B. bovis y B. bigemina),
la theileriosis (ocasionada por Theileria spp) y la anaplasmosis (producida por A. marginale). Asimismo, puede
transmitir 4. phagocytophilum a los seres humanos, provocando la anaplasmosis granulocitica humana (Almazan et
al., 2022).

Ademas de albergar diversas bacterias patdgenas, la composicion bacteriana de Rhipicephalus microplus
también incluye endosimbiontes, que pueden establecer relaciones comensales, mutualistas o parasitarias, formando
lo que se conoce como su bacterioma (Kaur et al., 2021). El primer estudio que explord el bacterioma de esta
especie de garrapata mediante métodos no cultivables fue realizado por Andreotti et al. en 2011. En este estudio, se
identificaron 11 géneros bacterianos en el intestino, destacando Wolbachia, Coxiella y Borrelia. En otra
investigacion llevada a cabo por Segura et al. (2019), se detectaron 112 géneros bacterianos en ejemplares
recolectados. Ademas de Coxiella, Anaplasma y Ehrlichia, reconocidos como agentes importantes para la salud
publica, se identifico el endosimbionte Lysinibacillus, previamente considerado una herramienta potencial para el
control bioldgico y encontrado por primera vez en esta especie de garrapata. Un estudio mas reciente realizado por
Zhang et al. en 2022, encontrd 95 géneros en muestras de R. microplus, incluyendo cinco géneros, no informados
anteriormente en esta especie, identificados como Mycobacterium, Brachyspira, Campylobacter, Occidentia y
Neisseria. Este estudio revel6 también la presencia de A. phagocytophilum, un patdogeno zoondtico, y Brachyspira,
causante de la espiroquetosis intestinal porcina. Estos hallazgos subrayan la necesidad apremiante de comprender la
diversidad microbiana en R. microplus y la implementacion de medidas preventivas para salvaguardar la salud del
ganado y de los seres humanos.

En Ecuador, a pesar del clima propicio para el desarrollo de Rhipicephalus microplus, la investigacion sobre su
bacterioma es escasa. Los pocos estudios existentes se han limitado a la exploracién de patdgenos especificos
habituales en esta especie de garrapata. Por ejemplo, un analisis realizado en 2015 reveld la presencia de bacterias
del género Rickettsia y Anaplasma, incluyendo especies como Rickettsia monacensis, Rickettsia tamurae,
Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma marginale. Es importante sefialar que dicho estudio utiliz6 la técnica de
PCR vy se focalizdé exclusivamente en 4 géneros: Rickettsia spp., Anaplasma spp., Ehrlichia spp. y Borrelia spp.
(Pesquera et al., 2015). Ademas, dos estudios realizados en 2020 en las provincias de Santo Domingo y Los Rios
detectaron la presencia de A. marginale en diferentes fincas y en la Empresa Municipal del Cantén Quevedo
(EMCQ), utilizando la misma técnica de PCR. En Santo Domingo, la prevalencia fue del 83%, mientras que en Los
Rios fue del 13.46%. Del total de muestras positivas en Los Rios, el 22.58% provenia de muestras extraidas de
haciendas, mientras que el resto correspondia a las recolectadas en la EMCQ (Escobar et al., 2015; Maya-Delgado et
al., 2020). Estos resultados resaltan la necesidad urgente de investigar el bacterioma de Rhipicephalus microplus en
Ecuador. La falta de informacion al respecto conlleva un riesgo potencial de propagacion de enfermedades causadas
por bacterias atin no estudiadas.

La investigacion de bacterias zoonoticas en el bacterioma de la garrapata Rhipicephalus microplus es vital
debido a la estrecha interaccion humano-ganado en actividades agricolas y ganaderas (Zeru et al., 2020). Entre estas
bacterias se han reportado Rickettsia rickettsii y Rickettsia parkeri, causantes de la fiebre manchada de las Montafias
Rocosas y la fiebre de las garrapatas, respectivamente (Dye-Braumuller et al., 2023; Lu et al., 2022; Sato et al.,
2020; Xu et al., 2023). También se han detectado Coxiella burnetii, responsable de la fiebre Q, y especies de
Anaplasma y Borrelia asociadas con la anaplasmosis y la enfermedad de Lyme (Ali et al., 2023; Cordeiro et al.,
2018; Dye-Braumuller et al., 2023; Guo et al., 2019; Jiao et al., 2021; Morel et al., 2019; Rialch et al., 2022; Xu et
al.,, 2023). La investigacion en Ecuador estd notablemente limitada, con apenas unos pocos estudios sobre
seroprevalencia y deteccion de patdgenos. En un estudio, Manock et al. (2009) descubrieron anticuerpos contra
agentes rickettsiales, fiebre Q y brucelosis en pacientes con enfermedad febril aguda no diferenciada (EFAD) en la
cuenca del Amazonas. Por otro lado, Pesquera et al. (2015) identificaron la presencia de R. monacensis y A.
phagocytophilum en R microplus. Mientras tanto, Echeverria et al. (2019) detectaron anticuerpos contra Coxiella
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burnetii tanto en ganado como en trabajadores agricolas, lo que sugiere la posible endemicidad de la fiebre Q en
Ecuador. Por tanto, es crucial reconocer esta situacion y prestar atencion a la creciente amenaza que estas
enfermedades representan para la salud publica (Suminda et al., 2022).

Una de las razones por las cuales el pais ha subestimado el impacto de las enfermedades transmitidas por
garrapatas (ETG) se debe a las limitaciones en la deteccion de microorganismos patdogenos mediante técnicas como
la PCR o la deteccion de anticuerpos a través de ELISA (Liu et al., 2022). Sin embargo, los avances tecnologicos en
el analisis gendomico, como las plataformas de secuenciacion de préxima generacion, han transformado este campo
al posibilitar el procesamiento eficaz de grandes volimenes de datos a un costo mas asequible (Benavides et al.,
2016). Entre estas innovaciones, destaca el MinlON, el primer secuenciador comercial que emplea nanoporos para
identificar las bases de ADN mediante cambios en la conductividad eléctrica, lo que proporciona portabilidad,
accesibilidad y generacion rapida de datos (Lu et al., 2016). Estos avances han impulsado la metagenémica
bacteriana en el estudio de las garrapatas, mejorando la comprension de la diversidad de microorganismos en este
vector y evaluando su papel como reservorios de enfermedades. Ademads, han sido cruciales para proporcionar
informacién esencial para la deteccion temprana y el control de epidemias y epizootias al identificar patdogenos
emergentes (Benavides et al., 2016).

En Ecuador, el sector agricola, incluida la ganaderia, representa alrededor del 7,80% del total del producto
interno bruto (Argiiello et al., 2012). La poblacion bovina ecuatoriana, es de alrededor de 4,3 millones de cabezas,
provenientes de 280.000 haciendas ganaderas a nivel nacional (Rodriguez-Hidalgo et al., 2017). Mas del 75% de los
rebafios de ganado se encuentran en areas infectadas o potencialmente infestadas de garrapatas (Pesquera et al.,
2015). El conocimiento exhaustivo de las bacterias presentes en las garrapatas permitird prevenir brotes de
enfermedades y desarrollar estrategias de mitigacion efectivas, lo que a su vez contribuird a reducir las pérdidas
economicas y productivas en el sector ganadero. Ademas, es fundamental tener en cuenta que la Constitucion de la
Republica del Ecuador del 2018, en su articulo 32, establece el derecho de todos los ciudadanos a la salud, lo cual
enfatiza aun mas la importancia de estudiar el microbioma de las garrapatas para evitar la transmision de
enfermedades graves a las personas.

Es relevante destacar que la presente investigacion se basa exclusivamente en muestras recolectadas de tres
provincias del oriente ecuatoriano: Orellana, Sucumbios y Napo. Estas muestras forman parte del proyecto mas
amplio conocido como "Artréopodos", llevado a cabo por el Centro de Investigacion de Zoonosis de la Universidad
Central del Ecuador. El objetivo principal del proyecto consiste en mapear las enfermedades zoonoticas y
epizodticas que afectan a animales y humanos en todo el territorio ecuatoriano, con el propodsito de obtener
informacion epidemioldgica.

En el marco de esta investigacion, se planted la hipotesis de la posible presencia de bacterias de importancia
epidemioldgica, como Rickettsia, Anaplasma, Borrelia y Coxiella, en las garrapatas que infectan al ganado bovino
en las tres provincias antes mencionadas. Ademas, se sugirio la existencia de similitudes en los géneros bacterianos
encontrados tanto entre las provincias estudiadas como entre paises vecinos, debido a factores ecologicos. Con base
en lo anteriormente planteado, el objetivo de la presente investigacion fue determinar el perfil microbiano presente
en las garrapatas recolectadas en tres provincias del oriente ecuatoriano (Orellana, Sucumbios y Napo) a través de la
secuenciacion de los amplicones de ADN V3-V4; V4-V5 de la region 16S usando la tecnologia de Oxford
Nanopore, con la finalidad de brindar una comprension detallada de la diversidad bacteriana presente y sus posibles
implicaciones en la salud publica.

2. Materiales y Métodos

2.1 Area de Estudio

En el presente estudio, se emplearon los mismos 70 pools de ADN de garrapatas utilizados
previamente en la investigacion realizada por Mufioz en 2023. Dicha investigacion proporciona
informacion detallada acerca de los lugares de recoleccion de las garrapatas, el protocolo utilizado para
la extraccion de ADN vy la formacion de los pools. Es importante destacar que todas las garrapatas
utilizadas en este estudio pertenecen exclusivamente a la especie Rhipicephalus microplus y fueron
facilitadas por el Centro de Investigacion en Zoonosis de la Universidad Central del Ecuador (CIZ). El
material genético utilizado en este estudio se extrajo meticulosamente de las glandulas salivales de
estas garrapatas. Estos artropodos fueron recolectados en las provincias de Napo, Orellana y
Sucumbios, ubicadas en la region amazonica de Ecuador.

2.2 Preparacion de librerias

2.2.1  Preparacion de los extremos de las regiones V3-V4 y V4-V5 del gen 16S ARNr
para la fijacion del adaptador
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2.2.1.1 Seleccion de Cebadores
Los cebadores que se utilizaron para la deteccion de ADN
bacteriano se muestran en la tabla 1. Estos se escogieron por
revision bibliografica y se sintetizaron con las colas
especificadas en el protocolo de secuenciaciéon de Nanopore,

SQK-LSK109.
Tabla 1: Secuencias de cebadores
Region Nombre Secuencia Referencia
V3-V4 5- TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC (Thijs ct al.
forwarci 341F CCCTACAGAGCTCTTCCGATCTGCCTAGGNGG 2017) ’
CWGCA-3'
V3-V4, 306R 5'- ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC (Walters et al.,
reverse GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3' 2016)
V4-V5, S1SF 5-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC (Walters et al.,
forward GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3' 2016)
V4-V5, 907R 5'- ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC (FUKUDA et al.,
reverse CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3' 2016)

Las colas descritas en el protocolo de secuenciacion Oxford Nanopore se encuentran diferenciadas en color rojo.
Nota: Elaboracion propia.

2.2.1.2 PCR de las regiones V3-V4 y V4-V5 del gen 16S ARNr

Se utilizd6 el Master Mix DreamTaq Green PCR (2X) de
Thermo Acientifica™ K1081 para la amplificacion de las
regiones V3-V4 y V4-V5. El protocolo del fabricante fue
seguido para ambas amplificaciones. Para la region V3-V4, se
programo el termociclador de la siguiente manera: se realizo
un ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 3
minutos, seguido de 25 ciclos de amplificacion con una
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, una alineacion
a 50 °C durante 45 segundos, y una extension a 72 °C durante
60 segundos. Finalmente, se realiz6 un ciclo de extension final
a 72 °C durante 10 minutos, y se mantuvo a una temperatura
final de 4 °C. Para la region V4-V5, la programacion del
termociclador fue idéntica, con la tnica diferencia de que la
temperatura de alineacion se ajusto a 54 °C.

2.2.1.3  Verificacion de la amplificacion

Después de la amplificacion, se visualizaron los productos de
PCR en un gel de agarosa al 1,5%. Para confirmar la
amplificacion se buscaron bandas de 470 pb para la region
V3-V4 y de 450 pb para la region V4-V5. Para los siguientes
pasos, solo se utilizaron las muestras que fueron positivas para
las 2 regiones.

2.2.2  Purificacion y cuantificacion

Los 38 amplicones positivos obtenidos tanto para la region V3-V4 como para la
region V4-V5 fueron purificados utilizando el Kit de purificacion de PCR
PureLink™ de Invitrogen™, siguiendo las instrucciones proporcionadas por el
fabricante. Se utilizd6 el protocolo especifico para productos de PCR.
Posteriormente, los amplicones purificados fueron cuantificados utilizando el
sistema Qubit. Unicamente se utilizaron las muestras que presentaron una
concentracion igual o superior a 1,6 ng/pl tanto para la region V3-V4 como para
la region V4-VS5.

2.2.3  Asignacion de codigos de barras mediante PCR
Se realizaron 6 grupos de amplicones clasificados segun su provincia de origen.
Dentro de cada grupo, se incluyeron los amplicones V3-V4 y V4-V5
correspondientes a la misma muestra. Se realizo la conversion de ng/pl a
fmol/ul utilizando la herramienta NEBioCalculator de NEW ENGLAND
BioLabs. Se ajustaron las concentraciones de cada grupo de tal forma que
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sumadas dieron un total de entre 105 y 108 fmol por grupo (ver Tabla 2). Una
vez alcanzada esta concentracion, se llevo a cabo la PCR para asignarles un
codigo de barras (BO1-BC06) a cada conjunto utilizando el kit de cebadores para
PCR de cddigo de barras de Nanopore y el Master Mix DreamTaq Green PCR
(2X) de Thermo Scientific™ K1081. Los volumenes de los reactivos utilizados
se detallan en la Tabla 3. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
se realizd una desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 minutos, seguida de 15
ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 15 segundos, hibridaciéon a 62 °C
durante 15 segundos y extension a 72 °C durante 30 segundos. Por ultimo, se
realizd una extension final a 72°C durante 30 segundos.

Tabla 2 Concentraciones y codigos de barras asignados a las muestras por lugar de recoleccion

Concentra

< Concentracion Codigo de
cién (fmol) (fmol) de barras para el
Muestras Provincia de .
amplicones amplicones grupo de
V3-V4 V4-V5 amplicones
1 27,04
Orellana 25,85 BCol
2 26,96
3 6,89 10,79
4 10,33 8,99
5 6,89 6,38
BC02
6 6,89 6,15
7 13,39 10,79
8 13,56 7,19
Napo
9 10,33 10,79
10 10,33 6,00
11 10,33 7,19
BCO03
12 9,54 10,79
13 10,33 6,51
14 10,33 6,27
15 10,33 7,19
16 6,89 7,56
17 8,81 7,96
BC04
18 7,09 7,19
19 8,99 7,19
20 6,89 7,99
21 6,89 7,19
Sucumbios
22 6,89 5,82
23 6,89 7,19
24 6,89 7,19
BCO05
25 10,33 10,79
26 7,72 7,66
27 6,89 7,19
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28 6.89 7.19
Control N/A 56.80 50,34 BCO6
Positivo

N/A: no aplica. Como control positivo se utilizé el estandar Microbial Community de ZymoBIOMICS. En Orellana se utilizé
un solo cédigo de barras porque solo se disponian de 4 muestras de amplicones.
Nota: Elaboracion propia.

Tabla 3 Volumenes empleados para la PCR de codigo de barras

Reactivo/ Codigo de Barras BCO01 BCO02 BC03 BC04 BCO05 BCO06
ADN 13,7 ul 12 pl 14 pl 3 ul
Agua 10,3 ul 12 pl 10 ul 21 pl
PCR de codigo de barras 1l

Master Mix DreamTaq Green 25 ul

El volumen total de cada cddigo de barra fue de 50 pl. Nota: Elaboracion propia

2.2.4  Purificacion y cuantificacion
Las bibliotecas codificadas se purificaron mediante el kit MagJET Magnetic
Bead-Based Nucleic Acid Purification de Thermo Fisher. A continuacién, se
cred un pool unico, combinando 2 pl de cada una de las bibliotecas. Este pool
fue cuantificado utilizando el sistema Qubit, y se empled una cantidad especifica
de 49,92 ng (175,61 fmol). Finalmente, se ajusté el volumen del pool tnico a 50
ul mediante la adicion de agua libre de nucleasas.

2.2.5  Reparacion de ADN, preparacion de los extremos de los amplicones y ligacion
de adaptadores
Se llevd a cabo la reparacion de los extremos siguiendo las instrucciones
establecidas en el protocolo SQK-LSK109 de Nanopore y utilizando los
reactivos recomendados en dicho procedimiento. Posteriormente, se procedié a
la ligacion de adaptadores conforme a las indicaciones establecidas en el mismo
protocolo y empleando los materiales recomendados. Para el enriquecimiento, se
utilizo el buffer de fragmentos cortos.

2.3 Preparacion de la celda de flujo y carga de la biblioteca
Las etapas de la preparacion de la celda de flujo, la biblioteca, y su carga en el dispositivo MinlON
Mk1C, se llevaron a cabo siguiendo el protocolo SQK-LSK109 de Nanopore. La celda de flujo que se
utilizo fue la FLO-MIN106

2.4 Adquisicion de datos y basecalling

La adquisicion de datos y el basecalling en tiempo real se llevaron a cabo utilizando el dispositivo
MinlON MkI1C. Las condiciones utilizadas fueron las siguientes: se seleccioné la celda de flujo
FLO-MIN106, el kit SQK-LSK109 y el paquete de expansion de codigos de barras EXP-PBC001. La
corrida se realizo durante 48 horas, con un gscore minimo establecido en 7. No se defini6 una longitud
minima de lectura, y se habilit6 el basecalling con la opcion de "Alta precision" (High-accuracy). Las
opciones de barcoding y alineamiento se mantuvieron deshabilitadas, y el formato de salida para las
lecturas fue el "Basecalled reads".

2.5 Plan de andlisis de resultados
Para obtener el perfil microbiano, los datos se analizaron utilizando la plataforma EPI2ME con el flujo
de trabajo Fastq 16S. Las condiciones de analisis aplicadas fueron las siguientes: un gscore de 11, un
filtro minimo de lectura de 400, un filtro maximo de lectura de 500, un filtro de valor E BLAST de
0.01, una cobertura minima del 95%, una identidad minima del 90% (segun la precision esperada del
kit V9 y las flowcells R.9), se permitié un maximo de 3 secuencias objetivo y el umbral minimo de
abundancia fue de 1%.

2.6 Clasificacion de géneros obtenidos
Para determinar la clasificaciéon de los géneros bacterianos en el contexto de su relacion con las
garrapatas, se llevdo a cabo una revision bibliografica. Utilizando la base de datos PubMed, se
realizaron busquedas con un conjunto de palabras clave que incluy6 el nombre de cada género
nn

bacteriano en combinacion con los siguientes términos "tick symbiosis", "tick-borne", "environmental
presence", "tick microbiome", "pathogenicity", y "vector-borne diseases". Se defini6 como
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endosimbiontes a aquellos géneros que mostraban una asociacién simbidtica en la que el
microorganismo vive dentro de la garrapata con un impacto fisioldgico directo y que a menudo resulta
en una relacion mutuamente beneficiosa. Los géneros clasificados como ambientales fueron aquellos
tipicamente encontrados en el entorno natural de las garrapatas, como el suelo, el agua o su hospedero,
y que podrian ser adquiridos por las garrapatas sin establecer una relacion simbidtica. Los patogenos
incluyeron aquellos géneros conocidos por ser transmitidos por garrapatas a humanos o animales y
causar enfermedades. Finalmente, aquellos géneros que no mostraban evidencia clara de una relacion
simbiotica, patdgena o ambiental con las garrapatas, o para los cuales la informacion era limitada o
contradictoria, se colocaron en la categoria de sin informacion.
3 Resultados

3.1 Deteccion de las regiones hipervariables V3-V4 y V4-V5 del gen 16S en los pools de garrapatas

Un total de 70 pools de garrapatas fueron analizados mediante PCR de punto final con el objetivo de seleccionar
aquellos positivos para las regiones del 16S bacterianas, V3-V4 y V4-V5. Se utilizaron un total de 32 muestras
de la provincia del Napo, de las cuales el 69% mostraron resultados positivos. Ademas, se utilizaron 10 muestras
de la provincia de Orellana, de las cuales el 20% resultaron positivas. Por ultimo, se analizaron 28 muestras de la
provincia de Sucumbios, con un 54% de ellas mostrando resultados positivos. Ver Tabla 4.

Tabla 4: Cantidad de muestras positivas y negativas para las regiones V3-V4 y V4-V5 del gen 16S en las 3 provincias analizadas

Provincia Total Muestras positivas
Orellana 10 2 (20%)
Napo 32 22 (69%)
Sucumbios 28 15 (54%)

Las muestras clasificadas como positivas amplificaron tanto para la region V3-V4 como para la V4-V5. Nota: Elaboracion propia.
3.2 Resumen de los resultados de la secuenciacion Nanopore
Se obtuvieron un total de 3095 lecturas a partir de la secuenciacion de las 38 muestras positivas de las 3
provincias analizadas. Solo el 12% de estas lecturas pudo ser correctamente clasificada. Es importante

mencionar que todas estas lecturas cumplieron con los parametros establecidos para la secuenciacion. Ver
Tabla 5.

Tabla 5: Resumen de resultados de la secuenciacion realizada

Lecturas totales obtenidas QC y codigo de barras

Lecturas clasificadas|Lecturas no clasificadas|Promedio de identidad (%) Rendimiento total (Mbases)|Promedio de Qscore
365 2730 94,78 35,3 13,71

Los datos presentados son del total de muestras analizadas. Nota: Elaboraciéon propia.

En la provincia de Orellana, solo el 12% de las lecturas pudo ser correctamente clasificado, mientras
que, en Sucumbios, el 22% de las lecturas fueron clasificadas y en Napo, el 20% de las lecturas fueron
clasificadas. La mayor cantidad de lecturas se obtuvieron de la provincia de Sucumbios. Es importante
mencionar que en la provincia de Orellana se obtuvieron unicamente 5 lecturas en total. Ver Tabla 6.

Tabla 6: Lecturas obtenidas en cada provincia

Provincia/Lecturas Lecturas clasificadas Lecturas no clasificadas
Orellana 2 3
Napo 116 406
Sucumbios 237 944

Todas las lecturas presentadas cumplieron con todos los parametros establecidos. Nota: Elaboracion propia.

3.3 Clasificacion microbiana y porcentajes obtenidos de cada género en las 3 provincia
De los 45 géneros identificados en total el estudio, 20 de ellos presentaron abundancias superiores al
1%. Destacaron particularmente los géneros Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus y Ehrlichia, que
juntos representan mas del 50% de la abundancia total observada, sumando especificamente un 57%.
Enterobacter fue el mas prevalente con un 22%, seguido de Pseudomonas con un 14%, Bacillus con un
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11% y Ehrlichia con un 9%, destacando su significativa contribucion a la composicion microbiana
global.

Moraxella
0.8-] Sphingobacterium
| W Arcicella

Leifsonia
W Sphingobium
] Brucella
0.6 Methylobacterium

1 |

1 |

W Clostridium

] Alcanivorax

] B Acinetobacter
0-4': W Caulobacter

] B Stenotrophomonas
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] Ralstonia

W Ehrlichia

] W Bacillus

] B Pseudomonas

Napo, Orellana y Sucumbios W Enterabacter

Porcentaje de lecturas obtenidas (%)

Provincias

Figura 1. Clasificacion bacteriana a nivel de género, los datos representan los porcentajes de lecturas obtenidas para cada
género en relacion con el total de lecturas por las 3 provincias. Se han incluido tnicamente los géneros con una abundancia
superior al 1%. Nota: Elaboracion propia.

3.4 Clasificacion microbiana y porcentajes obtenidos de cada género en cada provincia

En la provincia de Orellana, se detectaron unicamente dos géneros, Sphingomonas y Stenotrophomonas,
ambos con idéntico nimero de lecturas. En cuanto a las provincias de Napo y Sucumbios, se encontraron
presentes los géneros Ehrlichia, Enterobacter, Ralstonia, Klebsiella, Bacillus, Stenotrophomonas,
Pseudomonas, Caulobacter, Acinetobacter y Methylobacterium, aunque con variaciones en sus porcentajes
de prevalencia. Los géneros que mostraron diferencias de prevalencia superiores al 5% entre estas dos
provincias fueron Enterobacter, Pseudomonas, Bacillus y Ehrlichia. Especificamente, Sucumbios exhibid
mayores prevalencias de Enterobacter (25%), Pseudomonas (20%) y Bacillus (15%) en comparacion con
Napo, donde las prevalencias registradas fueron de 16%, 2% y 4%, respectivamente, marcando diferencias
de 9%, 18% y 11%. Por contraste, Napo mostr6 una prevalencia sustancialmente mayor de Ehrlichia,
alcanzando un 28% frente al 1% observado en Sucumbios, lo que representa una notable diferencia del
27%. Ademas, se identificaron exclusivamente en Napo géneros como Paracoccus (11%), Alcanivorax
(6%) y Clostridium (6%), todos con prevalencias superiores al 5%. Debido al limitado hallazgo de solo dos

géneros en Orellana, esta provincia fue descartada para los analisis subsiguientes. Ver Figura 1 para mas
detalles.
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Figura 2. Clasificacion bacteriana a nivel de género, los datos representan los porcentajes de lecturas obtenidas para cada
género en relacion con el total de lecturas por provincia. Se han incluido tnicamente los 15 géneros mas abundantes. Nota:
Elaboracion propia.

3.5 Clasificacion de los géneros encontrados

De los géneros bacterianos identificados, un 12.20% fueron categorizados como endosimbiontes,
implicando una relacién simbidtica con las garrapatas. La mayoria, representando un 51.22%, se
clasificaron como de origen ambiental, sefialando que podrian ser adquiridos de su entorno natural. Un
12.20% se identificaron como patodgenos, conocidos por su capacidad de transmision a través de
garrapatas y causar enfermedades en hospederos, mientras que un 24.39% quedaron clasificados en la
categoria de 'sin informacion', debido a la falta de datos concluyentes sobre su relaciéon con las
garrapatas.

Tabla 7: Clasificacion de géneros encontrados.

Endosimbiontes Ambientales Patogenos Sin informacién
Pseudomonas Enterobacter Ehrlichia Caulobacter
Bacillus Ralstonia Corynebacterium Alcanivorax
Stenotrophomonas Sphingomonas Brucella Leifsonia
Acinetobacter Paracoccus Anaplasma Arcicella
Sphingobacterium Clostridium Bordetella Moraxella
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Methylobacterium Microvirga

Sphingobium Bifidobacterium.

Escherichia Peptoniphilus

Cloacibacterium Klebsiella

Brevundimonas: Escherichia

Phenylobacterium

Martelella

Methylorubrum

Massilia

Kluyvera

Raoultella

Rhodanobacter

Aeromicrobium:

Marmoricola

Rochothrix:

Staphylococcus

En esta tabla se enumeran todos los géneros encontrados, incluyendo aquellos que no se muestran en la figura 1 debido a su baja
abundancia. Nota: Elaboracion propia.

4. Discusion

Este estudio abord6 en detalle el perfil microbiano de las garrapatas Rhipicephalus microplus recolectadas en el
oriente ecuatoriano, empleando secuenciacion masiva con la tecnologia Oxford Nanopore, lo cual representa una
innovacion pionera en el pais. Mediante el analisis de 38 muestras, que equivalen a alrededor de 114 garrapatas en
total, se logr6 la identificacion de un conjunto de 45 géneros bacterianos presentes en las tres provincias. La
deteccion de una amplia diversidad de géneros bacterianos en las garrapatas no es un hallazgo aislado, pues
investigaciones anteriores también han confirmado la presencia de este fenomeno. Andreotti et al. (2011)
identificaron 11 géneros bacterianos en el intestino de garrapatas adultas en Estados Unidos mediante
pirosecuenciacion de amplicones etiquetados (Roche 454). Desde entonces, se han realizado investigaciones
similares. Segura et al. (2020) exploraron la diversidad bacteriana en el intestino y glandulas salivales de garrapatas
hembra en Colombia, detectando 112 géneros bacterianos con MiSeq de Illumina. Ademas, Zhang et al. (2022)
encontraron 95 géneros bacterianos utilizando la misma tecnologia en el intestino de garrapatas hembra en Hunan,
China. Aunque el presente estudio indica una diversidad mayor a la observada en Estados Unidos, es menor
comparada con la de Colombia y China. Esto puede deberse a variaciones en factores ambientales y bioldgicos
como la geografia, clima, tipo de suelo, y las caracteristicas especificas de las garrapatas y sus hospederos, lo que
resalta la complejidad de las interacciones ecoldgicas y la importancia de estudios locales para comprender la
biodiversidad microbiana en vectores de enfermedades (Greay et al., 2018)

La ubicacion geografica y las condiciones ambientales juegan un papel crucial en la variabilidad del microbioma
de las garrapatas, como lo evidencian estudios previos (Gurfield et al., 2017; Krawczyk et al., 2022; Kueneman et
al., 2021). A pesar de que la especie de garrapata y su hospedador (el ganado bovino) se mantienen consistentes con
investigaciones anteriores, la ubicacion especifica, el oriente ecuatoriano, resulta ser un factor determinante en la
diversidad microbiologica. Segin un modelo de nicho ecoldgico de 2020, Texas presenta una alta idoneidad para
Rhipicephalus microplus, mientras que Antioquia y el oriente ecuatoriano muestran idoneidades medias, y Hunan,
una baja (Marques et al., 2020). Por ende, se esperaria que la cantidad de géneros microbioldgicos encontrados en
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este estudio (45) fuese similar a la registrada en Antioquia (112). No obstante, la discrepancia observada sugiere que
la disminucion en la diversidad microbiologica podria atribuirse a la técnica de secuenciacion empleada. La
tecnologia de Oxford Nanopore (ONT) enfrenta limitaciones para clasificaciones y cuantificaciones precisas, a
diferencia de Illumina, la cual proporciona una mayor exactitud en la determinacion de la abundancia relativa a nivel
de género. Es probable que algunos géneros de baja abundancia no hayan sido detectados debido a la plataforma
seleccionada. Las mayores tasas de error de ONT podrian comprometer la identificacion de secuencias bacterianas,
especialmente en presencias de baja abundancia o secuencias genéticas complejas (Akacin et al., 2022).
Adicionalmente, la diversidad podria haberse visto influenciada por el hecho de que en el estudio realizado en
Colombia se analizaron tanto las glandulas salivales como los intestinos de las garrapatas, 6rganos que podrian
albergar comunidades microbiologicas diferentes, incrementando asi la diversidad observada.

Al comparar los géneros bacterianos identificados en el presente estudio con los resultados obtenidos en
investigaciones similares previas realizadas en diferentes ubicaciones geograficas, se destacan similitudes notables,
especialmente en la presencia de Pseudomonas, Stenotrophomonas, Enterobacter y Bacillus (ver Figura 3)
(Andreotti et al., 2011; Segura et al., 2020; Zhang et al., 2022). Estos géneros compartidos podrian estar
desempenando funciones especificas tanto en las glandulas salivales como en el intestino de R. microplus,
influenciando aspectos clave de su fisiologia y su interaccion con el hospedero. Es interesante observar que, a pesar
de las diferencias en los enfoques de estudio y las ubicaciones geograficas, los géneros bacterianos compartidos
podrian ser representativos de endosimbiontes obligados para R. microplus, sugiriendo una convergencia evolutiva
significativa en la relacién entre las garrapatas y su microbioma (Narasimhan & Fikrig, 2015a; Wiesinger et al.,
2023a). En particular, la presencia de Pseudomonas en las glandulas salivales, aunque no reportada previamente en
esta ubicacion especifica, plantea interrogantes sobre su funcion potencial en la alimentacion de la garrapata
(Adegoke et al., 2022; Chicana et al., 2019; Diaz-Sanchez et al., 2019; Li et al., 2022; Narasimhan et al., 2021;
Narasimhan & Fikrig, 2015b; Tveten et al., 2013; Wiesinger et al., 2023a; Williams-Newkirk et al., 2014). Se
postula que su capacidad para modificar proteinas en la saliva podria influir en la respuesta inmune del hospedero
durante la alimentaciéon (Wiesinger et al., 2023b). Del mismo modo, Stenotrophomonas podria estar asociada con la
resistencia a patdogenos transmitidos por las garrapatas, destacando la importancia de comprender la interaccion entre
estos microorganismos y su hospedero en el contexto de la salud publica y la ecologia (Adegoke et al., 2022;
Diaz-Sanchez et al., 2019; Duan et al., 2020; Li et al., 2022; Narasimhan & Fikrig, 2015b). Bacillus, previamente
documentado en otras especies de garrapatas, se postula que podria tener un papel en la modulacion de la respuesta
inmune del hospedador (Narasimhan et al., 2021; Sonenshine & Stewart, 2021). Por otro lado, parece que
Enterobacter no estad asociado fisiolégicamente con la garrapata, sino que mdas bien actua como un colonizador
oportunista que se adquiere junto con la sangre ingerida, y puede permanecer durante el proceso de alimentacion
gracias a su sistema redox bien desarrollado (Adegoke et al., 2022; Diaz-Sanchez et al., 2019; Karim et al., 2017; Li
et al., 2022; Narasimhan & Fikrig, 2015b; Sonenshine & Stewart, 2021). Estos hallazgos subrayan la importancia de
estudios que investiguen la diversidad y funcidén de los microorganismos asociados con garrapatas, no solo para el
control de enfermedades transmitidas por garrapatas, sino también para comprender mejor la biologia de estos
vectores y su impacto en los ecosistemas que habitan.

ECUADOR
16 2 7
1
1 1
13 2 7
COLOMBIA

Source: waww.shall-livewine.ceg
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Figura 3. Analisis de la coincidencia de géneros entre estudios similares sobre R. microplus. Se presenta la cantidad de
géneros compartidos con diferentes estudios, considerando tinicamente aquellos con una prevalencia superior al 1%. Se
observan las siguientes coincidencias: Ecuador-China (Enterobacter, Bacillus), Ecuador-Colombia-China (Pseudomonas),
Ecuador-Colombia (Stenotrophomonas), Colombia-Estados Unidos (Staphylococcus, Escherichia), y China-Estados Unidos
(Enterococcus). Los estudios analizados son los de Andreotti et al. (2011) en Estados Unidos, Zhang et al. (2022) en China y
Segura et al. (2020) en Colombia. Cada uno de estos estudios contribuye con géneros obtenidos del intestino en los dos
primeros casos, mientras que el Gltimo aporta géneros obtenidos de glandulas salivales e intestino. Elaboracion propia
utilizando www.shell-livewire.org.

La comparacion entre los géneros encontrados en las muestras de Napo y Sucumbios revela diferencias
relevantes. Mientras que en Sucumbios los géneros identificados, asi como sus prevalencias, estan frecuentemente
asociados con R. microplus, como Pseudomonas y Bacillus, en Napo ocurre lo contrario (Adegoke et al., 2022;
Diaz-Séanchez et al., 2019; Narasimhan et al., 2021; Narasimhan & Fikrig, 2015; Segura et al., 2020). Es destacable
la alta prevalencia de Ehrlichia (28%) en Napo, en contraste con las bajas prevalencias de Pseudomonas (2%) y
Bacillus (4%). La presencia en proporciones significativas de un género patéogeno como Ehrlichia no es comin
(Cabezas-Cruz et al., 2016; Cicculli et al., 2019; Melo et al., 2021; Zhang et al., 2022). Esta discrepancia en las
prevalencias podria sugerir una competencia entre bacterias, similar a lo observado en las garrapatas Ixodes, donde
una mayor abundancia de microbios ambientales como Bacillus y Pseudomonas esta relacionada con una
disminucion en la colonizacion de patogenos (Ross et al., 2018). Aunque no se ha demostrado que una alta presencia
de patogenos disminuya estos microbios ambientales, este patron sugiere una competencia entre ellos. No obstante,
esta hipotesis requiere de mas investigaciones para su corroboracion. Ademas, en Napo se han identificado tres
géneros poco comunes de garrapatas con prevalencias significativas: Paracoccus (11%), Alcanivorax (6%), y
Clostridium (6%). Es posible que Paracoccus y Clostridium hayan sido adquiridos por las garrapatas del entorno o
de la piel del hospedero, actuando como bacterias transitorias (Karim et al., 2017; Machado-Ferreira et al., 2012). En
cuanto a Alcanivorax, su deteccion en garrapatas es un hallazgo notable, ya que hasta donde alcanza nuestro
conocimiento, no se habia reportado este género en estos artropodos. Dado que Alcanivorax es comunmente
encontrado en ambientes marinos y es conocido por su habilidad para degradar hidrocarburos alifaticos, su presencia
en areas no marinas sugiere una posible contaminaciéon ambiental (Zadjelovic et al., 2020). Es probable que esta
bacteria haya sido transportada al suelo a través de materiales contaminados, como desechos petroleros o aguas
residuales, y las garrapatas hayan entrado en contacto con ella al contacto con el suelo.

La identificacion de géneros con posibles implicaciones patéogenas se convierte en un aspecto de suma
relevancia en este estudio. Entre ellos, destaca Brucella, que, a pesar de haberse encontrado en cantidades reducidas
en Napo (1.96%) y en Sucumbios (menos del 1%), merece un analisis detenido. Brucella es el agente causal de la
brucelosis, una enfermedad altamente infecciosa que puede tener efectos devastadores en la produccion de ganado,
incluyendo abortos y pérdidas econdmicas. También presenta un riesgo para la salud humana, ya que puede causar la
fiebre de Malta (Saleem, 2019). En Ecuador, donde la brucelosis es prevalente en el ganado bovino (5,7%), este
hallazgo cobra una importancia critica al explorar la posible contribucion de las garrapatas en la transmision de esta
enfermedad (Agrocalidad, 2018). Otro género de interés es Corynebacterium, que, aunque generalmente actiia como
comensal en las glandulas mamarias de las vacas, plantea interrogantes sobre su papel en la salud del ganado y su
influencia en la produccion de leche al estar relacionado con la mastitis (Gongalves et al., 2016). Ademas, se ha
encontrado evidencia de la presencia de Anaplasma, el agente causante de la anaplasmosis en el ganado bovino. Se
destaca adicionalmente la posibilidad de que se trate de la especie A. phagocytophilum, que representa una amenaza
zoondtica para la salud publica, ya que puede infectar a una variedad de animales, incluyendo seres humanos
(Francis et al., 2020; Han et al., 2019). En cuanto a Bordetella, no existe informacion certera sobre si forma parte de
la microbiota comensal de las garrapatas, si las obtienen de la piel o el pelaje del ganado, o si pueden colaborar en la
transmision de enfermedades (Karim et al., 2017; Khalaf et al., 2018; Rejmanek et al., 2013). Todos estos hallazgos
subrayan la importancia critica de investigar y comprender la dindmica de estas bacterias en las garrapatas y su
posible papel en la transmision de enfermedades tanto en animales como en humanos

Es destacable el hallazgo de un alto porcentaje de abundancia del género Ehrlichia en la provincia de Napo,
alcanzando un sorprendente 29.41%. Este género raramente se encuentra en proporciones tan elevadas, como lo
demuestran investigaciones previas (Benyedem et al., 2022; Tokarz et al., 2019). Ehrlichia es el responsable de
desencadenar la ehrlichiosis, una enfermedad febril aguda que generalmente esta asociada con los caninos y no se
transmite de manera transovarial a través de las garrapatas. La infeccion puede ser causada por diversas especies
bacterianas, incluyendo E. chaffeensis, E. ewingii y Panola Mountain Ehrlichia (Trout Fryxell & DeBruyn, 2016).
Estos resultados discrepan de los obtenidos por Pesquera et al. (2015), quienes no encontraron evidencia de la
presencia de esta bacteria en garrapatas en una reserva ecologica ecuatoriana mediante la técnica de PCR. Sin
embargo, estudios mas recientes, como el realizado por Chalco-Torres et al. (2023) en perros en Ecuador, revelaron
una prevalencia del 40% de infeccion con Ehrlichia canis utilizando un kit ELISA comercial. Ademas, en la
investigacion llevada a cabo por Diaz et al. (2021) en animales de vida silvestre de Ecuador, se detectd la presencia
de Ehrlichia spp. mediante microscopia en un mono lanudo marrén, un tamarino de manto marrén y un venado
colorado pequefio (M. rufina). Estos estudios mas recientes confirman la presencia de este género en el pais. La alta
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prevalencia de Ehrlichia en las garrapatas es motivo de inquietud, especialmente debido a la forma en que este
género bacteriano se transmite, lo que plantea la posibilidad de que las garrapatas estan adquiriendo las bacterias
directamente de sus hospederos. Esto aumenta la probabilidad de un brote o epidemia en el ganado vacuno de la
region. Por lo tanto, resulta imperativo implementar una vigilancia epidemioldgica rigurosa para abordar esta
preocupante situacion.

Por ultimo, es fundamental reconocer ciertas limitaciones de esta investigacion que pudieron haber influido en la
interpretacion de los hallazgos. En primer lugar, el uso de cebadores especificos dirigidos a las regiones del gen 16S,
como V3-V4 y V4-V5, ha restringido la resolucion taxondémica, proporcionando informacién parcial sobre la
composicion microbiana de las garrapatas a nivel de especies. Esto se debe a que varios géneros bacterianos pueden
compartir la misma region amplificada. Ademas, la secuenciaciéon basada en ADN del gen 16S carece de la
capacidad para distinguir entre células microbianas activas y no activas, lo que limita la comprension de los aspectos
funcionales de estos microorganismos. Estas limitaciones han dificultado la investigacion de las interacciones entre
los componentes no patégenos de la microbiota de las garrapatas y los patdogenos, asi como su influencia en la
presencia y transmision de estos ultimos (Cabezas-Cruz et al., 2018). Asimismo, el uso de la celda R9.4.1, que
presenta tasas de error promedio en las lecturas de aproximadamente del 10% al 20% y una calidad promedio de
Q10, también ha obstaculizado la identificacion precisa a nivel de especie (Cabezas-Cruz et al., 2018). Por lo tanto,
para futuras investigaciones, se recomienda abordar estas limitaciones mediante la secuenciacion del gen 16S del
ARNTr completo para lograr una cobertura genética mas amplia. También se sugiere la adopcion de enfoques de
ARN y metatranscriptomica para capturar la actividad microbiana, asi como la consideracion de la celda de flujo
R10.4, que ofrece una mayor precision, con el objetivo de lograr niveles de identificacion de especies mas precisos y
completos

5.Conclusiones

En este estudio se identificaron 45 géneros bacterianos en las garrapatas Rhipicephalus microplus, destacando la
utilidad de la tecnologia de secuenciacién masiva de Oxford Nanopore para explorar la diversidad microbiana. La
seleccion de la tecnologia de secuenciacion se reveld como un aspecto crucial, resaltando como cada plataforma
tiene sus propias ventajas y limitaciones que pueden influir significativamente en la precision de la identificacion y
cuantificacion de los géneros bacterianos. Asimismo, se subrayd la importancia de considerar el organo de
extraccion de ADN en la investigaciéon microbiologica de las garrapatas, evidenciando que la composicion
microbiana puede variar considerablemente entre diferentes tejidos.

La presencia de géneros bacterianos como Pseudomonas, Stenotrophomonas, y Bacillus sugiere una compleja
interaccion simbidtica con las garrapatas, posiblemente afectando su fisiologia y relaciones con los hospederos.
Ademas, la deteccion de patogenos como Brucella, Ehrlichia, Corynebacterium y Anaplasma resalta el papel de las
garrapatas como vectores significativos de enfermedades, enfatizando la necesidad de una vigilancia epidemioldgica
rigurosa. En particular, la identificacion de Brucella, causante de la brucelosis, y la prevalencia alarmante de
Ehrlichia, plantean preocupaciones serias sobre la salud del ganado y la posible transmision de estas enfermedades.

Este trabajo subrayo6 la importancia de continuar avanzando en el estudio de la biodiversidad microbiana en vectores
de enfermedades, como las garrapatas, utilizando tecnologias de secuenciacién avanzadas y tomando en cuenta la
variabilidad de la microbiota segun el 6rgano analizado. Tales investigaciones son clave para profundizar nuestro
entendimiento sobre las interacciones ecoldgicas de las garrapatas, su papel en la transmision de patdgenos y para el
desarrollo de estrategias efectivas de control y prevencion de enfermedades transmitidas por vectores.
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