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RESUMEN

Las garrapatas son ectoparasitos, vectoresagintes infecciosos causantes de
enfermedades humanas y animales que provocadegau@rdidas econdmicas en la
esfera agropecuaria. El uso de quimicos constiayegincipal medida para el control
de estos ectoparasitos. Su uso intensivo provocgaminacion ambiental, de los
alimentos y el desarrollo de resistencia por pdedas garrapatas. La vacunacion es
un meétodo alternativo que se considera eficaz tesiide, pero en la actualidad no
existe una vacuna con antigenos protectores clastranfestaciones dehipicephalus
sanguineus (Latreille, 1806) en perros. El desarrollo de urecuna contra esta
garrapata requiere de un modelo experimental qapoptione los datos biolégicos
pertinentes. El presente trabajo resume la caizatédn morfolégica y molecular por
primera vez de un aislamiento de una cepa de carnpana de garrapatd®
sanguineus. En el trabajo se demuestra que la cepa cubarda esttechamente
relacionada con la esped®esanguineus sensu lato perteneciendo al clado del linaje del
norte o especies tropicales. Los resultados sugigue esta cepa es resistente al
amitraz. A partir de este aislamiento de garrapagagstablecié una colonia bajo
condiciones controladas en el laboratorio. En estasliciones el ciclo vital de estas
garrapatas se completé en 85 dias y después decitaoael 16% de los huevos
iniciales totales son hembras capaces de ponensu&stos resultados garantizan el
mantenimiento a largo plazo de la colonia y la pooibn fiable de ejemplares de
garrapatas bajo condiciones estandarizadas adecoade modelo experimental para
diferentes estudios biologicos, incluyendo la idieatcion con éxito de nuevos
candidatos para vacunas anti-garrapatas. Los adsgltle esta propuesta estan avalados
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por publicaciones en dos reconocidas revistasnatérnales de alto factor de impacto:
International Journal of Acarology (Vol 42(1) (201 Veterinary Parasitology (Vol
215:78-87 (2016). Se han presentado en varios @veréntificos internacionales y
cuentan con el aval de importantes especialistagl elema. El uso de la colonia
para la pesquisa de vacunas contra garrapatastredujo en los estudios con el
candidato derivado de la proteina ribosomal POsguencuentra actualmente en fase de
desarrollo experimental y se publicé en la reviééecine (Vol 30 (2012), pp. 1782-
1789).

RESULTADOS Y DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue el desarrollo demodelo experimental de garrapatas
para el desarrollo de diferentes ensayos biologicespermitan dilucidar los complejos
mecanismos que subyacen en la interaccion de lempgtas con sus mamiferos
hospederos y con los patdgenos que ellas trasnatdrgomo en los ensayos para la
pesquisa de nuevos antigenos con una funcion maldégnportante dentro del
artropodo, de manera que la generacion de antiasi@pntra ellos, sea fatal para las
garrapatas. Para esto se realiz6 un aislamientandecepa cubana de campo de
garrapata®R. sanguineus. Se partié de la recoleccion de 10 garrapatas tembpletas
naturalmente desprendidas de un perro en el patiandpropietario particular en el
municipio mayabequense de Bejucal, un pueblo a#eda ciudad de La Habana, Cuba
(coordenadas geogréficas: 22° 55'58 "N 82° 23'13" Mis larvas obtenidas a partir
de estas hembras se mezclaron y se designaronagd@istamiento de campo "Bejucal
2010".

Hay evidencias de que. sanguineus puede estar compuesta por mas de una especie,
por lo que su estatus taxonomico es un tema adklialiebate mundial. La pobre
descripcion original de la especie realizada pdréllie, la pérdida del espécimen tipo
de la especie y las similitudes morfoldgicas eide garrapatas que pertenecen al
llamado grupo de especieR. "sanguineus’ complican su clasificacion taxonémica y
hacen de la identificacion de estos especimenestarea dificil, incluso para un
taxonomista experimentado. Durante la ultima décéma estudios moleculares han
mostrado la variabilidad genética de diferenteasea®R. sanguineus sensu lato (s.l.) y
han logrado diferenciar taxones estrechamente ioelados dentro del grupo pero
provenientes de diferentes localidades geografieats estudios han demostrado la
existencia de dos linajes divergentes dentrdRdsanguineus s.l.: el llamado "Linaje
sur" o especies de clima templado, que incluyeragatas de localidades de Argentina,
Uruguay, Chile e Italia y el “Linaje norte” o espesctropicales que incluyen garrapatas
de Brasil, Paraguay, Colombia, Sudafrica, Mozandigule dos localidades del norte
de Argentina. El tamano, los pesos de las hemidmaerdadas, la fecundidad y la
duraciéon del ciclo de vida de las garrapatas da especie pueden variar para los
aislados de las diferentes regiones geograficagurSéa literatura existe una fuerte
asociacion entre la temperatura ambiente y la pairla de garrapatas. Las
caracteristicas morfologicas descritas en la tiieaa que son distintivas para el género
Rhipicephalus, se encontraron presentes en los individuos queer@een al
aislamiento "Bejucal 2010" y las caracteristicakevantes para la diferenciacion
taxonomica de las diferentes especies del gépessentes en el aislamiento se
muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas presentes dos individuos del aislamiento "Bejucal 2010"
taxonomicamente relevantes para la diferenciacionedRhipicephalus spp. (A) patron de puntuacion
moderado y la forma del margen posterior del escudaorsal en las hembras. (B) Patron de
puntuacion moderado del escudo dorsal en los mach(@) Espiraculos grandes en forma de coma
en las hembras. (D) Placas espiraculares en formaaoma y con una cola dorsal alargada en los
machos. (E) Labios posteriores a la abertura geniteen las hembras en forma de U. (F) Proceso
caudal corto y ligeramente redondeado en los machadimentados. (G) Areas Porosas en las
hembras con una distancia de separacion mayor comespecto al diametro de estas areas. (H) Placas
adanales largas y en forma de trapecio en los machg presencia de placas accesorias vestigiales
estrechas. Las flechas sefialan las caracteristica$evantes de cada imagen.

Las mediciones de las estructuras clave de laamgtas machos y hembras examinadas
en este estudio se resumen en la Tabla 1.

Tabla 1. Medidas (media + desviacion estandar) des caracteristicas claves para la diferenciacién
entre Rhipicephalus spp.

Estructura Heambras (n=13) Machos (n=13)

Longitud {mm) Ancho {mm) Longitud {(mm) Anchoh{mm)

Cmatosoma 0.59+0.04 068+0.03 0.53+002 058 +0.02
Basa del Capitulo 026 +0.04 067 +0.06 023+002 058 +0.02
Hypostoma 0.34 +0.05 0.15+0.02 027+002 013 +0.00
Idiosoma 2254009 1.35 +0.06 2274006 141 +0.03
Escudo 1.22 +0.06 1.20 +40.1 - -

Flacas Espiracularas (PE) 03+0.04 02+0.04 0364008 0.18 +0.03
Tallo Dorsal en las FE - - 039 +0.405 -

Distancia entre dreas porosas 03510035 - - -

Primer faston - 0.14 +0.02 - 0.14 +0.02
Flacas adanales - - 0534003 0327 +0.03

En la Figura 2 se muestran los arboles filogengtatmienidos para las secuencias de los
fragmentos de ADN correspondientes a los genes cantiriales 16S y 12S



Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba Vol. 8 No. 1

ribosomales amplificados por PCR a partir del ADBh@mico de las larvas del
aislamiento "Bejucal 2010". En ambos casos, loslissmafilogenéticos realizados
concordaron en agrupar el aislamiento “Bejucal 20ddh la especieR. sanguineus
s.l. que pertenece al linaje norte 0 especiescatgs.

La sensibilidad del aislamiento de campo "Bejuc@ll® a amitraz, cumafos y
flumetrina se determiné mediante ensayos de ingred larvas (LIT) y en el caso del
amitraz también se llevé a cabo la prueba del paqde larvas (LPT) con las
modificaciones propuestas por Miller. Segun el iaisaProbit de los resultados de la
mortalidad de los individuos del aislamiento "Bgu010" a diferentes dosis de
acaricida obtenida en los bioensayos corresporadientostrados en la Tabla 2,
Flumetrina resulté ser el acaricida mas eficazredats garrapatd®. sanguineuss.l. del
aislamiento segun el valor de DL50 mas bajo obslenen el LIT seguido del de
cumafos. La Dgp> 0,04%, la pendiente de la recta de regresion eRpprcentaje de
mortalidad <95% a una concentracion de 0,03% deéraamen LPT y LIT sugieren
resistencia de las garrapatas del aislamiento ialeam
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Figura 2. Dendrogramas generados en el andlisis ddenético molecular de las secuencias 12S
rDNA (A) y 16S rDNA (B) obtenidos para el aislamieto “Bejucal 2010” (aparece en letras
negritas) y las secuencias de diferentes especie$ cbmplejo Rhipicephalus sanguineus disponibles
en el GenBank para cada gen. Los nUmeros de accede las secuencias de 12S y 16S del
aislamiento "Bejucal 2010" depositadas en la baseeddatos GenBank son KP830115 y KP830114,
respectivamente. La historia evolutiva de estas ssencias se dedujo utilizando el método de
Méaxima Verosimilitud basado en el modelo de 3 paraetros de Tamura. Se muestran los arboles
con la topologia y la longitud de las ramas que mariza la probabilidad de ajuste de los datos
observados al modelo. El porcentaje de arboles eosl que los taxones se agrupan juntos se muestra
junto a las ramas. Los arboles iniciales para la Bgueda heuristica se obtuvieron mediante la
aplicacion del método del Vecino mas cercano (Neigbur-Joining) a una matriz de distancias entre
pares de bases estimadas utilizando el Método de M@a Verosimilitud Compuesta (MCL-
Maximum Composite Likelihood). Una distribucion ganmma discreta de 5 categorias se utilizd para
estimar las diferencias de tipo evolutivas entre t8bs (+ G, el parametro = 0,3758 y el parametro =
0,3263 de 12S y 16S, respectivamente). Los arbotstan dibujados a escala, con longitudes de
rama medidos como el nimero de sustituciones pottisi. El analisis incluy6 a 28 y 21 secuencias de

4
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nucledtidos de 12S y 16S, respectivamente. Se efiarion todas las posiciones con cobertura de
sitio inferior al 95%. Hubo un total de 328 y 356 psiciones en el Ultimo conjunto de datos para el
12S y 16S, respectivamente. Los analisis evolutives llevaron a cabo en MEGAG [27].

Tabla 2. Resultados de los bioensayos de sensildlida acaricidas de las garrapatafhipicephalus
sanguineus del aislamiento "Bejucal 2010".

Acaricida n Pendiente (=5 F) DLz (95% CL) (%) DL s (95% CL) (%) X d.f)
Amitraz (LIT) 4146 1.929+0.052 0.063 (0.050-0.078) 0.289(0.215-0.423) 269 (28)
Amitraz (LET) 5015 0.99240.024 0.0315(0.01433-006758) 0.61784 (0.22895-3.89916) 43910
Cumafos (LIT) 3204 1.44440.062 0.00037 (00020-00057) 0.00287 (0.00201-0.00464) 313 (28)

Flumestrina {LIT) il

LN

7 1.069+0.067 0.00004 (0.00003-0.00005) 0.00016 (0.00014-0.00021) 48(14)
LIT: Ensayo de Inmersion de Larvas; LPT: Ensayo delPaquete de Larvas

n: nimero de larvas; S.E.: error estandar; 95% CL:95% de limite de confianza; )%: valor de chi-
cuadrado, d.f.: grados de libertad.

Estos resultados constituyen el primer informe deaaterizacion de sensibilidad a
acaricidas de una especie cubana de garrapataanguineus s.l. La informacion
relativa a la distribucion regional y la prevalende la resistencia a acaricidas en
poblaciones cubanas &esanguineus es muy escasa. En consecuencia, la seleccion y el
uso de acaricidas en el pais se basa en criteigimtos de la eficacia, y las
aplicaciones son a menudo insuficientes, lo quélgpdar lugar a tratamientos costosos,
pero ineficaces. Esto aumenta la probabilidad dardalar poblaciones de garrapatas
resistentes.

A partir de este aislamiento bien caracterizadoestablecio una colonia en nuestro
laboratorio. Todos los estadios parasitarios degdasapatas se alimentan sobre perros
machos de la raza Beagl€afis familiaris) no sensibilizados contra garrapatas,
provenientes del Centro Nacional de Producciien Animales de Laboratorio
(CENPALAB), dentro de camaras elaboradas artesamaén Los estadios fuera del
hospedero en las fases no parasiticas, se mantnés laboratorios del CIGB, en
frascos de vidrio con malla en la tapa a 28°C 80% de humedad relativa con un
fotoperiodo de 12 h luz: oscuridad. El ciclo biotigde las garrapatd® sanguineus

s.l. en la colonia bajo las condiciones establacisa completé en 85 dias como
promedio, con un minimo de 60 dias y un maximo 0@ dias. Este valor es muy
cercano a los valores informados por otros aut@ebre la base de la mortalidad
calculada para cada etapa del ciclo vital, a pddirl914 huevos puestos por una
hembra como promedio, se obtuvieron 306 nuevas tambapaces de poner
huevos, lo que representa el 16% del total de Huenwiales (Figura 3). Estos
resultados garantizan el mantenimiento de la calgria produccion de ejemplares de
garrapatas bajo condiciones estandarizadas lasgueltiles para la realizacion de
diferentes ensayos biologicos y como modelo expariat en ensayos de desafio, para
determinar la eficacia de nuevos antigenos caraidavacuna contra garrapatas.
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Figura 3. Ciclo parasitario de las garrapatas R. sanguineus s.I. en la colonia bajo las
condiciones establecidas en el laboratorio. F: hemds repletas, E: huevos, L: larvas, FL: larvas
alimentadas, N: ninfas, FN: ninfas alimentadas, Ad:Adultos, d: dias, M: mortalidad, O:
ovoposicién, H: eclosion, I: Incubacién, A: alimetacion, : hembras, d: machos.

Este resultado ha sido introducido en el procesindestigaciones del CIGB en los
trabajos desarrollados en el Proyecto para la maEqule nuevos antigenos contra
garrapatas. Los tres estadios de las garraBasasguineus de la colonia establecida en
el CIGB a partir del aislamiento de campo “Beju2fll0” se usaron en el reto de
conejos inmunizados con el candidato a vacunagantapatas basado en un péptido de
la proteina ribosomal PO. Los resultados de esteliesfueron publicados en la revista
“Vaccine” y demostraron que esta colonia de gatempa&s Util para este tipo de
experimentos de inmunizacion-desafio.

La validez del sistema conejdR- sanguineus como modelo alternativo adecuado para
probar nuevas vacunas contra garrapatas es caazbademas, con la obtencion de un
efecto similar de los anticuerpos anti- PO sobres|zecie de garrapatas del boviid.
microplus. Un obstdculo importante de experimentos con raiemMatigenos contra
garrapatas para los laboratorios y la industrial €@sto de la realizacién de ensayos en
las especies diana. En estos casos, nuestro m@delda hacer una importante
contribucion al desarrollo de vacunas contra gatespy ectoparasitos en general.

NOVEDAD CIENTIFICA DEL TRABAJO

+ Los resultados presentados en este trabajdtitoges el primer estudio de
caracterizacion de la especie de garraftaanguineus en Cuba.

+« Proporcionan un punto de partida para el estddilas poblaciones cubanas de
estas garrapatas.
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+ Este trabajo es ademas pionero en el estalidgtonde una colonia de esta especie
en condiciones de laboratorio en Cuba y aporta aomnentos sobre el
comportamiento del ciclo vital de estas garrapatas diferentes condiciones de
humedad y temperatura y alimentado sobrerafifes mamiferos hospederos y
esto puede ayudar en el estudio de los complejasamsnos involucrados en el
proceso de infestacion de las garrapatas y susaeés con el organismo hospedero.

IMPORTANCIA PRACTICA PRINCIPAL DEL TRABAJO

+« Contar con una colonia de garrapatas de egecike, desde el punto de vista
practico nos permite desarrollar experimentos pewanprender los mecanismos

involucrados en la compleja interaccion entre Esapatas y sus hospederos y de las
garrapatas como vectores de otros parasitos cassamtenfermedades y contar con
un modelo experimental para la pesquisa miégyenos Uutiles para el desarrollo de
vacunas contra garrapatas.

+« Este trabajo aborda una tematica de vigendizahaue constituye un problema

no resuelto a nivel mundial. En la actualidad,uehh contra ectoparasitos continua
basada fundamentalmente en el uso de sustanciagcgsi Cualquier aplicacion de

tecnologia que ayude a disminuir el uso y abussudtancias quimicas contaminantes y
generadoras de resistencia en los ectoparasitasyseesultado importante y aplicable
gue dada la situacion actual a la que se enfrdnpdaeeta, es una tarea de urgente
prioridad.

* La colonia nos permitié6 ensayos con el nuesadlato basado en la proteina
ribosomal PO y permitira la evaluacion de otrosigemos contra garrapatas y el
disefio de estrategias mas eficientes para el ¢adragarrapatas y enfermedades
transmitidas por ellas. La identificacion de molésultiles contra las infestaciones de
garrapatas, su obtencién en cantidades suficiersigs,nclusion dentro de una
formulacion vacunal y la demostracion de su efecam ensayos de inmunizacion y
reto constituyen retos cientificos de gran releisaan este tema.

+ GAVAC es la unica vacuna por técnicas de ADNombinante contra
garrapatas que se encuentra disponible comercisdmea obtencién de un nuevo
antigeno que por vias biologicas diferentes puedenpiar los efectos de GAVAC, es
de gran importancia para mejorar la aplicaciéntmaae la vacuna en la lucha contra
garrapatas y ectoparasitos en general y en laaean comercial de estos productos.

+ Dentro de los problemas que hoy tiene Cubahatalla econémica que nos

disponemos a librar es de las mas importantes yradete la economia esta la

produccion de alimentos como un renglén fundamepéah la subsistencia de los

cubanos y para la sustitucion de importacionesprioaluccion de carne y leche es un
renglén al que el pais presta especial atenciols paudeche que importamos para
satisfacer la demanda de este producto se haceveadaas costosa. De manera que Si
logramos una vacuna contra garrapatas, que mejodesempefio de la ganaderia
cubana y disminuya los gastos de la economia cukanda compra de acaricidas

qguimicos, estaremos haciendo un aporte significativpais y el hecho de contar con
un modelo experimental de garrapatas que sea mfibldadesde el punto de vista

econdmico que realizar los ensayos sobre espedssmsd mas costosas es una
ventaja que hace el camino mas expedito haciayed e los objetivos propuestos.
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