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RESUMEN

Introduccioén: Las garrapatas duras son ectoparasitos hematéfagos, vectores de patdégenos
zoondticos emergentes. Hasta 2011 en Cuba existian evidencias de infeccion/exposicion a
Borrelia burgdorferi en seres humanos, pero se desconoce sobre la circulacion de otros agen-
tes. Objetivo: implementar nuevas herramientas diagndsticas, explorar infeccion/exposicion
de seres humanos a patdgenos transmitidos por garrapatas, presencia de estos en vecto-
res y nivel de conocimientos en personal médico. Métodos: se implementd PCR multiple
para deteccion de B. burgdorferi sl-Anaplasma spp. —Babesia spp., PCR para Borrelia spp.,
e infeccion artificial de garrapatas. Se describio la positividad a infeccién por B. burgdorferi
(2011-2018), se explord la presencia de anticuerpos contra borrelias en donantes de sangre
de una regién de baja exposicion, anticuerpos contra otros agentes zoondticos en poblacion
de riesgo, presencia de estos agentes en garrapatas, asi como el nivel de conocimientos
sobre enfermedad de Lyme en médicos. Resultados: Se fortalecieron capacidades del IPK
para deteccion molecular de patégenos transmitidos por garrapatas. Se encontraron nuevas
evidencias seroldgicas de infeccion por B. burgdorferi en pacientes con sospechas de enfer-
medad de Lyme. Se demostré ausencia de anticuerpos especificos contra B. burgdorferi en
donantes de sangre. Se encontraron evidencias de anticuerpos contra Anaplasma phago-
cytophilum, Ehrlichia chaffeensis y Babesia microti. Se demostrd presencia de Anaplasma
spp., Babesia spp., Rickettsia amblyommii y Coxiella burnetii en garrapatas. Se constataron
conocimientos insuficientes sobre enfermedad de Lyme en personal médico. Conclusiones:
estos resultados alertan a las autoridades nacionales de salud publica y personal médico
sobre el riesgo de infeccién en individuos expuestos a picaduras de garrapatas.




Tick-borne infections in Cuba: an alert based on scientific
evidence

ABSTRACT

Keywords Introduction: Hard ticks are hematophagous ectoparasites, vectors of emerging zoonotic pa-
thogens. Until 2011, there was evidence of infection/exposure to Borrelia burgdorferi in hu-
mans in Cuba, but the circulation of other agents is unknown. Aim: implement new diagnostic
tools, explore infection/exposure of humans to tick-borne pathogens, their presence in vectors
and level of knowledge in medical personnel. Methods: Multiplex PCR to detect B. burgdorfe-
ri-Anaplasma spp.—Babesia spp., PCR for Borrelia spp., and artificial infection of ticks were
implemented. Positivity to infection by B. burgdorferi (2011-2018) was described. Presence of
antibodies against borrelias in blood donors from a low-exposure region, antibodies against
other zoonotic agents in a population at risk, presence of these agents in ticks, as well as the
level of knowledge about Lyme disease in doctors were explored. Results: IPK capabilities
for molecular detection of tick-borne pathogens were strengthened. New serological evidence
of B. burgdorferi infection was found in patients with suspicion of Lyme disease. Absence of
specific antibodies against B. burgdorferi was demonstrated in blood donors. Evidence of anti-
bodies to Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis and Babesia microti were found.
The presence of Anaplasma spp., Babesia spp., Rickettsia amblyommii and Coxiella burnetii
was demonstrated in ticks. Insufficient knowledge about Lyme disease was found in medical
personnel. Conclusions: these results alert the national public health authorities and medical
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personnel about the risk of infection in individuals exposed to tick bites.

INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos obligados hematdfa-
gos de gran importancia médica y veterinaria, pues producen
dafios a sus hospedadores por accion directa (hematofagia y
paralisis) o por la inoculacion de organismos patégenos. Ellas
constituyen los artrépodos que mayor diversidad de patdge-
nos transmiten (virus, bacterias, protozoos, hongos, nemato-
dos). -2

La fauna cubana de garrapatas estd compuesta por 31
especies, de las aproximadamente 850 que se reportan a nivel
mundial. De ellas, 22 especies pertenecen a la familia Argasi-
dae (garrapatas blandas) y nueve a la familia Ixodidae (ga-
rrapatas duras), siendo estas Ultimas las de mayor impacto
para la salud humana y animal. (¥ Entre las garrapatas duras
se describen Dermacentor nitens, Rhipicephalus microplus, R.
sanguineus sensu lato (sl) y Amblyomma cajennense sl.

En Cuba durante 1998-2010 se demostrd la infeccion
autéctona por Borrelia burgdorferi sl en muestras clinicas de
pacientes con sospechas clinicas y epidemioldgicas de enfer-
medad de Lyme, “9 asi como la presencia de anticuerpos es-
pecificos contra este agente en individuos de una poblacién
expuesta a mordeduras de garrapatas; © sin embargo, no se
detectd material genético de B. burgdorferi sl en garrapatas

duras de importancia médica y veterinaria, o que no las sefia-
laba ni excluia como posibles vectores.

Dados estos reportes previos y los niveles de infesta-
cion por garrapatas mantenidos en el pais, tanto en animales
del sector privado como estatal, se hace necesario conocer
si existen nuevas evidencias de infeccion por B. burgdorferi,
asi como por otros patdgenos transmitidos por garrapatas y
realizar una primera aproximacion a la evaluacion del conoci-
miento acerca de enfermedad de Lyme en personal médico.

METODOS

La presente contd con seis investigaciones, que se des-
criben a continuacion.

I.Diseino, evaluacioneimplementaciondeherramientas
moleculares para la deteccion de patogenos
transmitidos por garrapatas e implementacion de la
infeccion artificial de garrapatas con capilares

PCR multiple convencional para B. burgdorferi sl-Ana-
plasma spp-Babesia spp. ADN controles: B. burgdorferi sensu
stricto (B31), A. phagocytophilum (Webster) y B. microti (HK).

Muestras bioldgicas y extraccion de ADN: se empled ADN
obtenido de sangre de bovinos infectada con aislado suizo
de A. phagocytophilum y extraido con NucliSens easyMAG
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(bioMérieux, Suiza). ADN de cuatro ninfas Ixodes ricinus de
la naturaleza e infectadas artificialmente con B. burgdorferi,
obtenido con DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Alema-
nia). ADN de gerbiles (Meriones unguiculatus) infectados in-
traperitonealmente con B. microti, extraido con QlAamp DNA
Blood mini-kit (Qiagen, Alemania). Estos ensayos respetaron
las legislaciones suizas sobre experimentacion animal y esta-
ban autorizados por el Servicio de Veterinaria del Canton de
Neuchatel (Autorizacion No. 1/2003).

Se realizo la evaluacion in silico de cebadores reportados
previamente (genes gltA, groESL, ankA y epank1, p 44/msp2,
ADNr 16 S) de Anaplasma/Ehrlichia, seleccionando los de la
region hipervariable V1 del ADNr 16S. Para B. burgdorferi sl se
emplearon los descritos por Postic et al. (1994); ) mientras
gue para Babesia sp. se seleccionaron secuencias parciales
del gen ARNr 18S, a partir de las cuales se disefiaron los ce-
badores utilizando programas computacionales. Los juegos
de cebadores se utilizaron para estandarizar una PCR que
permitiera bajo las mismas condiciones la amplificacién si-
multanea de los tres grupos microbianos.

Infeccion artificial de garrapatas duras con cultivos de
borrelias. Siete garrapatas RR. microplus (Cayo Coco) se ali-
mentaron con microcapilares © con un subcultivo de 15 dias
de B. burgdorferi sensu stricto (B31), con ayuda de un cepo
para inmovilizar las garrapatas con la cara ventral hacia arri-
ba. Se incubaron en una camara humeda bajo la incidencia di-
recta de un bombillo incandescente durante toda la noche. Al
dia siguiente las garrapatas se recuperaron. Se continud con la
extraccion de acidos nucleicos por el método de hidréxido de
amonio y calor. © Se evalud eficacia de la extraccion y ausencia
de inhibidores en los extractos. (9 A los que resultaron positi-
vos se les aplicd una PCR para amplificar un fragmento del gen
ADNr 16 S Borrelia spp., que se describe a continuacion.

PCR-Borrelia spp. Se realizé la evaluacion in silico de los
cebadores Bf1 y Br1, 16STA y 16S1B, (1 16S2A y 16S2B (12
correspondientes al gen ADNr 16 S, y los cebadores Bor1 y
Bor2 (9 para el gen flaB. Se analizaron 31 secuencias del gen
ADNr 16 S de 16 especies y 22 secuencias del gen flaB de 13
especies, con las que se disefiaron dos juegos de cebadores y
estandarizaron dos PCR utilizando ADN de borrelias del grupo
de enfermedad de Lyme y de fiebre recuerrente. Las nuevas
PCR se evaluaron con extractos de ADN obtenidos de garra-
patas y mezclas de sueros y liquidos cefalorraquideos infec-
tados artificialmente con subcultivos de B. burgdorferi s.s.

Il. Deteccidn de infeccion por B. burgdorferi sensu
lato en pacientes cubanos con sospechas clinico-
epidemiolégicas de enfermedad de Lyme

Se realizé revision documental de los Registros de Diag-
noéstico entre 2011-2018 del LNR-TPE/IPK para conocer el nu-

mero de muestras procesadas segun afio de estudio, tipo de
muestra clinica recibida, informacion clinica y epidemioldgica
de los pacientes y resultados de las pruebas seroldgicas. Para
el andlisis de los resultados se emplearon medidas de esta-
distica descriptiva.

lll. Exploracidén de respuesta de anticuerpos
especificos contra B. burgdorferi sl en individuos
que habitan en una region de baja exposicién a
picaduras de garrapatas

Se realizd estudio exploratorio durante el afio 2012 en
114 sueros de donantes de sangre de La Habana, poblacion
generalmente sana y que se supone de baja exposicion a la
infestacion por garrapatas.

A cada muestra de suero se le realizd Western blot-IgG
(Ag: cepa B31 de B. burgdorferi ss). Se utilizaron dos crite-
rios de interpretacion de resultados: a) sistema de puntuacion
segun Laboratorio de Microbiologia de La Chaux de Fonds,
Suiza, b) criterio del Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades de Atlanta. (9

IV. Exploracion de anticuerpos especificos contra
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis y
Babesia microti en individuos expuestos a picaduras
de garrapatas

Se realizo un estudio exploratorio en muestras de sueros
de individuos que habitan en La Terrazas, Artemisa, las que
fueron tomadas durante el 2006 y conservadas a -35 °C. Las
muestras de sueros se seleccionaron de forma aleatoria y la
cantidad de ellas estuvo en funcién del numero de pruebas
disponibles. Para la deteccion de anticuerpos IgG a A. phago-
cytophilum, E. chaffeensis y B. microti se emplearon ldminas
de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) (Focus, EUA) especifi-
cas para cada patdgeno en 83, 55y 61 muestras de sueros,
respectivamente.

V. Detecciéon molecular de patégenos zoonéticos en
garrapatas duras de importancia médico-veterinaria

Se realizaron cuatro estudios exploratorios, en los que se
colectaron garrapatas en diferentes localidades del Occidente
de Cuba, en diferentes momentos y sobre reservorios anima-
les diferentes. Cada una de las garrapatas fue tomada por ex-
traccion manual con cuidado de no estropear las estructuras
bucales y conservadas en alcohol al 70 % hasta su identifica-
cion taxonémica y posterior extraccion del material genético.
Para la identificacion hasta el taxén de especie se emplearon
las claves reportadas para éstas en la regién Neotropical. 19

e FEstudio 1: 84 garrapatas colectadas a partir de caballos
domeésticos en Las Terrazas, Artemisa en junio del 2005.
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Se estudiaron por PCR-hibridacion en linea reversa (RLB)
para la deteccion de especies de Anaplasma sp.-Ehrli-
chia sp., y Babesia sp.-Theileria sp. (¢

e Estudio 2: 297 garrapatas colectadas entre diciem-
bre/2008 y mayo/2009, a partir de ganado bovino, cani-
nos y una vivienda de Artemisa y La Habana. A los ex-
tractos de ADN se les aplico la PCR multiple disefiada
previamente.

e Estudio 3: Durante diciembre 2013 - febrero 2014 se exa-
minaron garrapatas de 185 perros callejeros de los 15
municipios de La Habana. A los extractos de ADN se les
aplicé la PCR multiple para la deteccion de Anaplasma
spp. y Babesia spp., asi como la PCR-Borrelia spp.

e Estudio 4: Durante agosto-septiembre de 2014 se colec-
taron 468 garrapatas sobre caballos, perros domésticos
y seres humanos (de forma accidental) en Las Terrazas,
Artemisa. A los extractos de ADN se les aplicé una PCR
para la amplificacion de fragmentos de los genes ompA
y gltA de Rickettsia spp., @y una PCR para la amplifica-
cion de un fragmento del gen IST1117 de C. burnetii. @)
A los aplicones obtenidos se les realizd secuenciacion.

VI. Evaluacion del nivel de conocimientos sobre
enfermedad de Lyme en personal médico de
diferentes niveles de atencion en salud

Se realizé un estudio exploratorio del nivel de conocimien-
tos sobre enfermedad de Lyme en médicos generales o in-
tegrales, dermatdlogos y especialistas de atencion terciaria
mediante un muestreo por conveniencia durante los afios
2007-2011, de forma anénima a través de un cuestionario
validado.

RESULTADOS Y DISCUSION

Diseiio, evaluacién e implementacion de herramientas
moleculares para la deteccion de patdogenos
transmitidos por garrapatas e implementacién de la
infeccion artificial de garrapatas con capilares

PCR multiple convencional para B. burgdorferi sl — Ana-
plasma spp. — Babesia spp. El andlisis de los alineamientos de
las secuencias de Babesia spp. permitio la deteccion de sitios
altamente conservados que facilitaron el disefio de los nue-
vos cebadores: Bab1 (5-TGACACAGGGAGGTAGTGACA-3) y
Bab2 (5-CAGGACATCTAAGGGCATCA-3) para la amplifica-
cion de un fragmento de 925-995 pb. La temperatura de hibri-
dacion para los tres juegos de cebadores fue 53 °C. Tanto las
PCR simples como multiples (con dos o tres juegos de ceba-
dores) fueron eficientes con los ADN de referencia y con las

mezclas entre ellos. No se obtuvo interferencia o inhibicion
por el uso de multiples cebadores en la mezcla de reaccion.

Al evaluar la PCR multiple disefiada con las muestras bio-
|6gicas se obtuvieron los amplicones especificos segun gru-
po microbiano (Figura 1).

En la linea 5, se muestra la coinfeccion por Anaplasma
spp. y Babesia spp. en garrapatas colectadas de la naturaleza
e infectadas artificialmente con borrelias. Este resultado con-
firma la eficiencia de la PCR mudltiple para amplificar las tres
dianas en una Unica reaccion. La coinfeccion en garrapatas
de borrelias y otros patdgenos emergentes como especies
de Babesia y Anaplasma se ha incrementado en regiones en-
démicas de enfermedades transmitidas por garrapatas, @? lo
que refuerza la necesidad de disponer de herramientas como
esta PCR multiple.

La PCR disefada y evaluada es Util para la pesquisa de tres
grupos de patégenos transmitidos por garrapatas, especial-
mente en regiones donde no exista informacion sobre la pre-
sencia de estos; reduce el uso de reactivos y tiempo al no ser
necesario el desarrollo de tres reacciones de PCR individuales.

Infeccion artificial de garrapatas duras con cultivos de
borrelias. Se demostré la presencia de ADN de Borrelia en 5
de los 6 extractos (83,3 %) con calidad, lo cual confirma que
la alimentacion artificial fue posible en 5/7 garrapatas. Los
resultados negativos pudieron estar dados por la presencia
de inhibidores en los extractos, por la sensibilidad analitica
de la PCR utilizada o la no alimentacion de la garrapata en
cuestion.

Aun cuando los resultados de esta investigacion son pre-
liminares y se utilizd un numero pequefio de ixddidos, estos
corroboran la validez del método de infeccion utilizado y son
comparables con los reportados por otros autores. 2%

PCR-Borrelia spp. La evaluacion in silico de los cebado-
res Bf1/Br1, 16S1A/16S1B, 16S2A/16S2B y Bor1/Bor2 mos-
traron limitaciones en algunos de los requisitos evaluados (Ej.
presentan mismatches respecto a la secuencia diana, posible
formacion de dimeros, no reconocimiento de secuencias re-
portadas en el banco de genes correspondientes a las espe-
cies de Borrelia mas representativas del grupo de enfermedad
de Lyme y fiebre recurrente). Teniendo en cuenta estos resul-
tados se sugiere no utilizar los cebadores analizados para la
amplificacion de ADN de Borrelia spp., por ello se decidio di-
sefiar nuevos cebadores. Se propuso:

B1 5-TAGATGAGTCTGCGTCTTATTA-3'y B2 5-CTTACAC-
CAGGAATTCTAACTT-3'

B3 5-TCACACTGGAACTGAGATACG-3'y B4 5-CAACAGA-
TTCCACCCTTACAC-3'

Los dos juegos de cebadores disefiados cumplieron con
las exigencias propuestas.
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Fig. 1. Electroforesis submarina en gel de agarosa al 2 % de los pro-
ductos de amplificacion por PCR multiple de muestras infectadas ar-
tificialmente. Lineas M: 100 bp DNA Ladder (BioLabs); Linea 1: sangre
bovina infectada con A. phagocytophilum; Lineas 2-5: garrapata |. ri-
cinus infectadas con B. burgdorferi; Lineas 6 — 12: sangre de gerbiles
infectados con B. microti; Linea 13: control positivo B. burgdorferi; Li-
nea 14: control positivo Anaplasma; Linea 15: control positivo Babesia;
Linea 16: control negativo (agua).

Al usar los juegos de cebadores B1/B2 y B3/B4 en los en-
sayos de PCR donde se vari¢ la temperatura de hibridacion, se
visualizd amplificacién a cada una de las temperaturas ensa-
yadas; aunque 59 °C y 61 °C se eligieron como temperaturas
de hibridacion éptimas para los mismos, respectivamente.

Al variar las concentraciones de los cebadores y las tempe-
raturas de hibridacion se evidencio para los cebadores B1/B2
disminucion en el grosor de la banda del amplicén al disminuir
la concentracion de los cebadores, por lo que se selecciond la
concentracion de 0,5 uM, mientras que para los cebadores B3/
B4 no se observaron diferencias para las concentraciones de
0,2y 0,5 uM, siendo entonces 0,2 UM la concentracion a utilizar.
Se eligieron 59 °C y 61 °C como temperaturas de hibridacion
optimas para cada PCR, respectivamente.

Los ensayos de los limites de deteccidon o sensibilidad
analitica de las PCR permitieron la observacion de la amplifi-
cacion, para ambos juegos de cebadores, hasta 25 fg de ADN,
gue equivale a diez genomas de la bacteria.

Al disminuir el nimero de ciclos para la reaccion se obser-
v6 una disminucion apreciable del grosor e intensidad de las
bandas, por lo que se mantuvieron los 40 ciclos en el progra-
ma de amplificacion. En el ensayo de especificidad se verifico
la ausencia de amplificacion de ADN de las cepas ajenas a
Borrelia spp. y se demostro la amplificacion del fragmento de
ADN esperado para las cepas de Borrelia ensayadas.

Al aplicar las PCR en los extractos de acidos nucleicos ob-
tenidos de garrapatas infectadas artificialmente, se visualizé
con B1y B2 la amplificacion del fragmento de ADN esperado,
excepto para dos garrapatas, mientras que con B3 y B4 sélo

para una no se obtuvo amplificacion; ello pudo deberse a que
estas garrapatas no se alimentaron con el cultivo o ingirieron
una cantidad de borrelias no suficiente para alcanzar el limite
de deteccion de la técnica. Para todas las mezclas de sueros
y LCR se obtuvo amplificacion.

Ambos juegos de cebadores con sus respectivas PCR
mostraron resultados similares, lo que sugiere el uso de los
mismos indistintamente.

I. Deteccion de infeccion por B. burgdorferi sensu
lato en pacientes cubanos con sospechas clinico-
epidemiolégicas de enfermedad de Lyme

El suero y el LCR son las muestras de eleccién para el
diagndstico y fueron las que mas se recibieron en el labora-
torio, en una proporcion media de 5:1 (suero: LCR). Se obtuvo
positividad en el 7,6 % (12/158) de los pacientes estudiados;
en 10 se detectaron anticuerpos IgM y en dos IgG (uno de
ellos fue un paciente extranjero atendido en el IPK). Las princi-
pales proteinas de borrelias reconocidas en los Western blot-
IgM fueron: p 72,p 41, p 34,p 31y p 22.

Las solicitudes de andlisis que acompafaban a las mues-
tras, en su mayoria, tenfan insuficiente informacion clinica y
epidemioldgica, aspecto que dificulté la orientacion del perso-
nal de laboratorio para la seleccion de las pruebas a realizar,
asi como su interpretacion. No obstante, con la informacion
disponible se pudo plantear que entre los signos y sintomas
gue motivaron la sospecha clinica de esta entidad infecciosa
aparecieron: lesiones en piel (en algunos casos eritematosas
y compatibles con lo descrito para el eritema migratorio), ade-
nopatias regionales, fiebre, pardlisis faciales uni- o bilaterales
(recurrentes en un paciente), lesiones corticales, artritis dolo-
rosa, disminucion de agudeza visual, cefalea hemicraneana y
paresia de Il y VI pares craneanos, debilidad muscular y difi-
cultad para la marcha, paraparesia espastica, uveitis y otros.
Como aspectos epidemioldgicos predomind para algunos
casos de pacientes cubanos, el antecedente de picaduras por
insectos o garrapatas, residencia o visita a dreas rurales y en
un caso la estancia previa en el extranjero.

Las nuevas evidencias de la infeccion por B. burgdorferi sen-
su lato sugieren que esta debe ser tomada en cuenta en pacien-
tes con sintomatologias compatibles con enfermedad de Lyme,
y que es un fendmeno que se mantiene vigente en el pas.

I1. Exploracion de respuesta de anticuerpos
especificos contra B. burgdorferi sl en individuos
que habitan en una region de baja exposicién a
picaduras de garrapatas

La aplicacion del Western blot-IgG en las muestras de
suero (Figura 2) reveld una disminucién considerable en el
numero e intensidad de las bandas de proteinas de borrelias,
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respecto a las que se habian identificado previamente en
muestras de sueros de personas expuestas a picaduras de
garrapatas en una region de Cuba. © Las proteinas reveladas
se corresponden fundamentalmente a proteinas no especifi-
cas de B. burgdorferi.

Atendiendo a los criterios de interpretacion de los resulta-
dos se encontré que ninguna de las muestras estudiadas era
positiva a exposicion previa a B. burgdorferi (0 %); lo que de-
muestra la ausencia de respuesta de anticuerpos especificos
a este agente en poblacion de baja exposicion a picaduras de
garrapatas, y refuerza el resultado de seroprevalencia reportado
anteriormente en Cuba, asi como los de diagndstico seroldgico.

lIl. Exploracion de anticuerpos especificos contra
Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia chaffeensis y
Babesia microti en individuos expuestos a picaduras
de garrapatas

En las muestras de sueros ensayadas para la busqueda
de anticuerpos IgG contra los patdégenos zoondticos en estu-
dio, se encontrd que el 7,2 % (6/83) de ellas eran positivas A.
phagocytophilum; el 3,6 % (2/55) a E. chaffeensis, las que a su
vez también presentaban anticuerpos a A. phagocytophilum,
lo que supone exposicion previa a ambos agentes; y el 11,5 %
(7/67) tenian anticuerpos contra B. microti, y en una de estas
muestras se detectd ademas anticuerpos a A. phagocytophi-
lum. Los niveles de anticuerpos eran iguales o superiores a
64, punto de corte en las IFI para criterio de diagnostico de
infecciones por patdgenos transmitidos por garrapatas.

De Keukeleire y otros (2017) sugieren emplear como
punto de corte titulos iguales o superiores a 128, ya que al
comparar con 64 se pueden reportar valores de seropreva-
lencia elevados en regiones donde es conocida la circulacion
de estos patégenos. @9 En Cuba solo se tiene informacion de
un estudio de seroprevalencia a B. bigemina y B. bovis en tra-
bajadores agropecuarios y donantes en la provincia Ciego de
Avila, en los que se reportaron valores de 7,0 % y 3,9 %, res-
pectivamente, predominando la positividad a B. bovis. @ El
cambio del punto de corte para las muestras en estudio mo-
dificarfa los valores de seroprevalencia a 6,0 % (5/83) y 3,2 %
(2/61) para A. phagocytophilum y B. microti, respectivamente;
no asf para E. chaffeensis.

Estos resultados son las primeras evidencias de anticuer-
pos especificos contra estos tres grupos microbianos en perso-
nal expuesto a picaduras de garrapatas en Cuba, lo que sugiere
la circulacion de los mismos en garrapatas y sus reservorios.

IV. Deteccion molecular de patégenos zoonéticos en
garrapatas duras de importancia médico-veterinaria

En el estudio 1 Dermacentor nitens, Amblyomma cajen-
nense y Rhipicephalus microplus son las especies de garra-
patas encontradas y en las mismas se detectd Anaplasma
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Fig. 2. Frecuencias de reconocimiento e intensidad de las bandas

de proteinas de B. burgdorferi ss reveladas en el Western blot-IgG en
muestras de sueros de donantes de sangre.

sp.-Ehrlichia sp, y Babesia sp.-Theileria sp. Las sondas utili-
zadas en la RLB no permitieron discriminar exactamente las
especies dentro de estos grupos.

En Cuba se ha detectado la presencia de B. bovis y B. bi-
gemina infectando frecuentemente la sangre de los bovinos,
@627) siendo Rhipicephalus microplus la principal especie de
garrapata que transmite estos hemopardsitos; sin embargo,
no existen en el pais reportes anteriores publicados sobre es-
tos patogenos en D. nitens.

En el estudio 2 se identificd en caninos a R. sanguineus
como Unica especie (100 %); mientras que en bovinos a R.
microplus (100 %). La garrapata colectada en la vivienda re-
sulté ser R. sanguineus. De estas se seleccionaron 98 R. san-
guineus y 57 R. microplus para la busqueda de patdégenos en
ellas, a partir de las cuales se obtuvieron 48 extractos de ADN.
Se detectd Anaplasma spp. en el 52,0 % (25/48) de los ex-
tractos, que se correspondian tanto a R. microplus como R.
sanguineus, mientras que Babesia spp. en el 8,3 % (4/48) de
los extractos, 0s que provenian de R. sanguineus.

Como se puede apreciar los bovinos estaban siendo afec-
tados por garrapatas infectadas por Anaplasma sp. Estos bo-
vinos pertenecian todos a un mismo rebafo, por lo que pudo
ocurrir una transmision de este patdgeno entre ellos, siendo
R. microplus su principal vector. En cambio, en las garrapatas
colectadas sobre los caninos, se encontrd que éstas esta-
ban infectadas por Anaplasma sp. y Babesia sp., existiendo
incluso la infeccion mixta en uno de los animales, al detectar
cada uno de estos gérmenes en diferentes extractos a partir
de mezclas de garrapatas del mismo animal, aunque no se
encontrod la coinfeccion en un mismo extracto, lo que implica
que no existia la coinfeccién a nivel de garrapata individual.

B. burgdorferi s.|. no fue detectada en ninguno de los ex-
tractos de ADN examinados, aunque las especies de garra-
patas reportadas como vector son las del género Ixodes, las
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cuales no se describen en Cuba, excepto la autéctona I. ca-
promydis cuyo hospedero es la jutia Conga. ©

En el estudio 3, el 40,5 % (75/185) de los perros presenta-
ron infestacion por garrapatas; el 72,2 % (13/18) de los perros
jovenes y el 37,1 % (62/167) de los adultos, existiendo dife-
rencias estadisticamente significativas entre ambos grupos
etarios (p = 0,0086). En relacién a las condiciones corporales
se encontré que el 39,2 % (62/158) de los perros de peso ade-
cuado, el 54,5 % (12/22) de los desnutridos y el 20,0 % (1/5) de
los caquécticos estaban infestados por garrapatas.

Se identifico a R. sanguineus como especie de garrapata
mayoritaria, infestando el 98,7 % (74/75) de los perros, mien-
tras que en un animal se encontré R. microplus (1,3 %).

Al aplicar las PCR para la deteccion de los tres grupos mi-
crobianos (Borrelia spp., Anaplasma/Ehrlichia spp. y Babesia
spp.) en los extractos de &cidos nucleicos que no mostraron
inhibicion se encontré que el 27,8 % y 1,4 % resultaron positivos
para Anaplasma/Ehrlichia spp. y Babesia spp., respectivamen-
te. En ninguno se obtuvo amplificacion de ADN de Borrelia spp.

Ca. R. amblyommii strain analysis
(6) (7 © (6) NRA (43) 1G]
(6) (7 P (6) MRA (43) TG
(6) (7 > (6) NRA (43) 1G]
(6) (7 P (6) NRA (43) TG/
(6) (7 P (6) NRA (43) TE
(6) (7 P (6) NKA (43) 15

96

El extracto positivo para Babesia spp. estaba coinfectado con
Anaplasma/Ehrlichia spp.

En Cuba, hasta la fecha solo se reporta A. marginale, que
afecta fundamentalmente a bovinos y equinos y E. canis prin-
cipal agente de la ehrlichiosis canina, ® y entre las especies
de Babesia se encuentran B. bovis y B. bigemina afectando bo-
vinos, aungue se han encontrado en otras especies animales
como los caballos (estudio 1).

En el estudio 4 las especies de garrapatas identificadas fue-
ron Amblyomma mixtum (67,0 %), una de las especies del com-
plejo A. cajennense sl, R. sanguineus sl (27,0 %) y D. nitens (6,0 %,).
A. mixtum se encontré en caballos, perros y humanos, mientras
que D. nitens y R. sanguineus sl solo se colectaron de caballos.

Se amplificd ADN de Rickettsia en el 73,0 % de las mez-
clas de Amblyomma y el andlisis de las secuencias demostro
que se trataba de R. amblyommii. Todas las secuencias de los
genes ompA vy gltA fueron idénticas (NUmeros de acceso en
Banco de genes: KU234520 y KU214431). El &rbol filogenético
(Figura 3) indica que R. amblyommii identificada en Cuba se
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R. honei ©
Ca. R. barbariae

R. africae ©

R. parkeri ©
R. conorii ©

R. rickettsii ©

L R. sibirica ©
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r Jap o
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R. aeschlimannii o
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82 R. rhipicephali

R. raoultii

R. montanensis |

R. tamurae © :l R. helvetica group

R. massiliae group
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Fig. 3. Arbol filogenético de Rickettsia spp. construido con MEGA6. La clasificacion de los grupos de Rickettsia spp. se basé en Merhej y Raoult
(2011). El aislado de R amblyommii identificado en garrapatas cubanas estd indicado con un asterisco. Los nimeros de los brazos son los valo-
res de bootstrap. Rickettsia spp. con patogenicidad conocida en vertebrados estan indicadas con circulos. Las especies de Rickettsia utilizadas
para el andlisis y sus cédigos de acceso al Banco de genes son: Candidatus R. amblyommii (AKZ20801, AlU98746), R. rickettsii (AAC15675,
AED88252), R. conorii subsp. Indica (AFK77691, WP 010977866), R. africae (AEJ87980, AER27861), R. parkeri (ALI96913, AIK25438), R. sibirica
(ALBO0644, AGA84543), R. slovaca (AFK77692, AIT11544), R. honei (AAB49564, AAB02974), R. japonica (ABI84239, AMK48118), R. heilongjian-
gensis (BAJ09685, AAG43416), Candidatus R. barbariae (AEJ87979, ALE33680), R. massiliae (ADC32092, ADH15757), R. rhipicephali (ABW90982,
ABI96975), R. aeschlimannii (ALS39863, ADU77462), R. montanensis (AAC15678, AAB18272), R. raoultii (AGA12765, AKN34277), R. tamurae

R. rickettsii group

(BAC79495, AMK48116) y R. australis (AAD39531, WP 014412205). Se utilizé R. australis como externa al grupo.
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agrupa con rickettsias del grupo de R. massiliae. El andlisis
del fragmento aminoacidico de OmpA sugiere que el aislado
cubano es una nueva cepa de R. amblyommi, muy similar a
las cepas de Estados Unidos y Sudamarica. Se encontraron
siete polimorfismos en la secuencia de aminodcidos. Al com-
parar las secuencias de OmpA con otras 19 secuencias dis-
ponibles en el Banco de genes mostraron 99,0 % de similitud,
solo se encontré una sustitucion de un aminodcido (Treonina
por Serina). Las 19 secuencias se corresponden con aislados
de EE. UU. (11), Brasil (4), Panama (2), Costa Rica (1) y Hon-
duras (7).

En relacion a C. burnetii, se identificd y secuencié ADN
especifico (codigo de acceso: KP763486) en dos mezclas de
A. mixtum, que se correspondian con cuatro adultos machos
y dos adultos hembras colectadas de un mismo caballo. El
andlisis de la secuencia nucleotidica por BLAST demostré
que tenia mas de 99,0 % de identidad con otros aislados de
C. burnetii (Ej. JF970261 de Brasil, LK937696 de Holanda,
KF146935 de Irdn), y 97,0 % con la secuencia del ADN usado
como control, lo que confirmaba la ausencia de contamina-
cion. Las secuencias de ambas mezclas fueron idénticas.

Los hallazgos de este estudio, sugieren que la circulacion
del agente de fiebre Q en la region no estd restringida a Argen-
tina y Brasil, constituyendo el primer reporte en Cuba.

V. Evaluacién del nivel de conocimientos sobre
enfermedad de Lyme en personal médico de
diferentes niveles de atencion en salud

Los médicos encuestados poseian desde 0 a 40 afios de
experiencia. El 70,0 % de ellos expresé que conocian sobre
borreliosis de Lyme, pero fueron los médicos generales o es-
pecialistas en MGI quienes admitieron poseer menos compe-
tencia en el tema. Un aspecto critico en todas las categorias,
fue la falta de conocimiento sobre las principales manifes-
taciones clinicas de esta enfermedad y las pruebas de labo-
ratorio a indicar para el diagndstico. El tratamiento con anti-
bidticos se reconocidé por mas del 80,0 % en cada categoria,
aun cuando el reconocimiento de la etiologia bacteriana de la
infeccion por los dermatologos fue inferior.

Es importante destacar que los porcentajes mayores de
aceptacion en las respuestas se obtuvieron en los médicos
generales integrales, superiores a los obtenidos por los der-
matologos y médicos de la asistencia terciaria.

La presente evaluacién demostro debilidad en el conoci-
miento de dicha enfermedad, lo que implica una valoracion
sobre su inclusién en los programas de estudio de medicina 'y
sus especialidades, asi como la realizacion de capacitaciones
y actualizaciones. Igualmente se sugiere la divulgacion del
tema en la comunidad médica para lograr en ella adecuada

percepcion de riesgo de la enfermedad y una mejor orienta-
cion clinica de los casos con sospechas de borreliosis.

Conclusiones

El conjunto de resultados mostrados en este trabajo per-
mitié el fortalecimiento de las capacidades del Laboratorio
Nacional de Referencia del IPK para la deteccién molecular de
patégenos transmitidos por garrapatas, al contar con herra-
mientas nuevas de laboratorio, asi como con la implementa-
cion del ensayo de infeccion artificial de garrapatas. Ademas,
los hallazgos seroldgicos en sueros humanos y las eviden-
cias moleculares de patdgenos zoondticos en garrapatas de
importancia médica y veterinaria constituyen una alerta a las
autoridades nacionales de Salud Publica y personal médico
sobre el riesgo de infeccidn a estos agentes en individuos ex-
puestos a picaduras de garrapatas, ello unido a la necesidad
de capacitaciones/actualizaciones en estas tematicas al per-
sonal médico.
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