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Resumen

Las garrapatas de la familia Ixodidae son parasitos que se alimentan de manera
prolongada comparadas con otros ectoparasitos hematofagos. Esta caracteristica
las convierte en potenciales vectores de una gran variedad de patégenos
representando un riesgo para la salud.

Contar con sistemas de alimentacién y reproduccién en condiciones controladas es
clave para su estudio. Existen sistemas de alimentacion artificial, que evitan el uso
de animales. Estos modelos deben ser usados siempre que sea posible. Sin
embargo, algunos experimentos requieren condiciones de infestacion apegadas a
las naturales, por esto, modelos en animales aun son necesarios. Se han
desarrollado modelos en animales de laboratorio, pero la recuperacion de
garrapatas es limitada requiriendo mayor cantidad de réplicas. En bovinos es
complicado usar infestaciones libres en especies de garrapatas de dos o tres
hospedadores, ya que el pequefio tamano de los estadios inmaduros complica su
manipulacion, colecta y conteo. Por todo lo anterior, es necesario el desarrollo de
métodos que faciliten el manejo de estas especies, posibilitando la inclusién de
distintos grupos experimentales y estadios de desarrollo de garrapatas en un solo
hospedador.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un protocolo de incubacién y recoleccién
basado en una capsula como método de contencion para la garrapata multi
hospedante Amblyomma mixtum, en un modelo bovino, y su mantenimiento en
condiciones de laboratorio. Para esto, se desarrollaron capsulas utilizando frascos
plasticos con tapa de rosca, con una circunferencia de 15 cm, que se cortaron a una
altura de 4cm, se formé un tubo de tela de algodon y se peg6 al bote plastico. Las
tapas se perforaron y se cubrieron con tela de red, permitiendo la transpiracion.
Para adherirlo al bovino, se rasuro el area y se usé pegamento de latex no toxico.
Una vez seco, se colocaron en la capsula garrapatas mantenidas in vitro.

La capsula se verificd diariamente, asi como las condiciones de salud del bovino, y
se recolectaron las garrapatas repletas. Una vez terminada la recoleccién, se retird
la capsula y se evalud la piel del bovino. Las garrapatas recolectadas fueron
llevadas a la incubadora con condiciones de 27°C y una humedad relativa de 70%,
para su muda y ovoposiciéon. Como parte de los resultados, se logrd colectar y
mantener cada una de las fases de desarrollo de la garrapata en un periodo de 20
semanas. Tuvimos un porcentaje de eclosion de los huevos de 15.018 %. Respecto
a las mudas posteriores: de larva a su estado ninfal hubo una recuperacién del
70.69% de ejemplares y finalmente una recuperacion del 87.7 % del estado ninfal al
estadio adulto. Los animales no tuvieron afectacion en la piel, ni mostraron
complicaciones de salud, y se logré6 mantener todo el ciclo de desarrollo de
Amblyomma mixtum en un solo hospedante.
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l. Introduccion

Las garrapatas son consideradas como uno de los factores sanitarios mas
importantes que limita la ganaderia en el trépico y que afectan el 80% de la
poblacién bovina del mundo (Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016). Las cifras de
prevalencia, incidencia y mortalidad son muy variables, y dependen del agente
etiolégico implicado, el vector y las condiciones sociales que pueden facilitar o
impedir su transmision (Estrada-Pefia, 2015).

Estos parasitos causan graves pérdidas econdmicas dentro de la ganaderia ademas
de ser fuentes de enfermedades zoonéticas importantes (Dantas-Torres et al. 2012),
por lo que su vigilancia epidemioldgica es importante para establecer medidas de
prevencion y contencion (Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016).

Amblyomma mixtum es la segunda garrapata en importancia en bovinos del trépico
en México y se distribuye desde el sur de Texas (EUA) hasta Ecuador. Parasita
principalmente a los bovinos y equinos de las zonas tropicales de México, pero
también se ha reportado parasitando a humanos. Esta especie es de importancia
economica y sanitaria; por un lado traumatiza las pieles de los animales debido a
sus grandes piezas bucales y puede causar anemia cuando se presentan grandes
infestaciones, debido a la gran cantidad de sangre que pueden ingerir los adultos; y
por otro lado se ha encontrado como vector de diversos parasitos (Almazan et al.,
2015), sin embargo, el papel de A. mixtum como vector de enfermedades y su
erradicacion no ha sido estudiado debidamente, ya que la mayoria de las
investigaciones y medidas de control se centran en R. microplus (“Acuerdo por el
que se establece la Campafa Nacional para el control de la garrapata Boophilus
spp.” (SAGARPA, 2012)).

Para el estudio de ectoparasitos, el establecimiento de colonias de garrapatas en el
laboratorio es fundamental, puesto que es gracias a ello que podemos tener una
correcta identificacion de la especie y su ciclo evolutivo, poder comparar la
diferencia entre el comportamiento en campo y en laboratorio e identificar a través
del aislamiento, la transmisibn  de microorganismos; ademas de ser una
herramienta indispensable para conservar lineas susceptibles a diferentes
acaricidas con fines experimentales (Lopez V G, s.f.). Por lo que una metodologia
eficiente para aislar y mantener colonias de garrapatas facilita las investigaciones
concurrentes sobre estos ectoparasitos.

En este trabajo presentamos el desarrollo de un protocolo de incubacion y
recoleccion de garrapatas basado en una capsula como método de contencién para
completar el ciclo de vida de la garrapata multi hospedera Amblyomma mixtum, en
un modelo bovino, y el posterior mantenimiento de estos parasitos en condiciones
de laboratorio.
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II. Antecedentes

2.1 Garrapatas

2.1.1 Generalidades

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos pertenecientes a la clase Arachnida,
subclase Acari (De la Fuente, 2003). Son quelicerados (sin verdaderas mandibulas
mordedoras), cuya divergencia se estima durante la era paleozoica tardia. Barker y
Murrell (2008) citan reportes de que las garrapatas evolucionaron en anfibios
antiguos en Gondwanaland que eventualmente se convirtié en Australia, hace
alrededor de 390 millones de afios. Otros autores situan el origen de las garrapatas
mucho mas tarde, a mediados del periodo Cretacico, siendo los huéspedes
primitivos anfibios o reptiles (Nava et al., 2009).

Independientemente de su periodo de origen, ambas versiones coinciden en que los
primeros huéspedes fueron anfibios, indicando que han evolucionado en paralelo y
en asociacion con los vertebrados terrestres (Baneth, 2014), siendo claro que su
adaptabilidad a los hospedantes a lo largo del tiempo los vuelve importantes como
tema de salud publica.

Durante el periodo Cretacico predominaron dos géneros (Compluriscutula vy
Cornupalpatum) antecesores de la familia Ixodidae, mientras que los argasidos
aparecieron seis millones de afios después (Poinar y Buckley, 2008).

En la actualidad se han descrito aproximadamente 900 especies de garrapatas, las
cuales se dividen en tres géneros: Ixodidae (garrapatas duras) a las cuales
pertenecen aproximadamente 700 especies descritas, Argasidae (garrapatas
blandas) con 200 especies descritas y Nuttalliellidae con una sola especie descrita
(Guglielmone, 2010).

Los Argasidos e Ixédidos contienen especies de distribucidn cosmopolita, que se
distribuyen desde las selvas tropicales hasta los desiertos, islas y en el Artico y
Antartico. Sin embargo, en las zonas tropicales y subtropicales se encuentra la
mayor diversidad (Balashov, 1972). Estan considerados como importantes vectores
de enfermedades, al transmitir virus, bacterias y protozoarios que afectan la salud
publica y animal (Castillo-Martinez et al., 2016).

2.1.2 Morfologia

Externamente, el cuerpo de las garrapatas se divide en 3 regiones: el idiosoma o
region del cuerpo, el capitulo y las patas. Una placa esclerotizada prominente, el
escudo, aparece en la superficie dorsal de las garrapatas ixdédidas, pero esta
estructura esta ausente en las garrapatas argasidas (Sonenshine & Roe, 2013).

El idiosoma se divide en dos partes: La parte anterior conocida como “podosoma”
y la posterior llamada “opistosoma”. El podosoma contiene el escudo, mientras que

11


https://dialnet.unirioja.es/ejemplar/104304
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/24846527/
https://www.gbif.org/es/species/4664604
https://species.wikimedia.org/wiki/Template:Guglielmone_et_al.,_2010
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/Antonio-Castillo-Martinez-2112024565

el opistosoma es donde se encuentran poros que secretan las hormonas de
atraccion (2,6-dichlorophenol) precedente a la copula (Sonenshine & Roe, 2013).

El capitulo contiene la presencia de los queliceros (apéndices para cortar y
desgarrar la piel), los palpos (con apariencia de patas, cuya funcién es de érgano
sensorial) y el hipostoma, con numerosas filas de dientes recurvados que
funcionan como 6rgano de anclaje al huésped (Sonenshine & Roe, 2013).

Gnathosoma |

Escudo dorsal —
Idicsoma

ldiesoma

Palpes Camerostoma

Queliceros Camerostoma

Poro coxal
ﬂreas porosas

Palpos

Hipostoma ——

Figura 1. Fotografias que ilustran los detalles morfolégicos de las garrapatas
de la familia Ixodidae (A, B, C) y Argasidae (D, E, F).

En A se muestra una hembra de un ixddido en vista dorsal, apreciandose las dos porciones
corporales (idiosoma y gnathosoma) y el escudo quitinizado dorsal. En B se muestra una vision
ampliada del gnathosoma, en la que se muestra el aspecto dorsal de los palpos y las vainas
quelicerales (entre ambos palpos) asi como las areas porosas (caracteristicas de las hembras de los
ixddidos). En C se incluye una vista ventral del gnathosoma, en la que se puede apreciar el
hispotoma dentado (la pieza que insertan en la piel para alimentarse). Las imagenes en D, Ey F
pretenden ilustrar los aspectos mas importantes de la morfologia de un argasido adulto, con su vista
dorsal (D) en la que se puede apreciar que el gnathosoma no es visible desde ese angulo. En E se
ilustran algunos detalles de la cara ventral de una hembra de Argasidae, mientras que en F se
incluye el gnathosoma en su cara ventral, para comparar directamente con el de un ixédido (Tomado
de: Estrada-Pena, 2015).

El gnathostoma estd separado del idiosoma, el cual es redondeado, sin
segmentacion y, con excepcidén de las larvas, poseen cuatro pares de patas, con
seis segmentos (uno de ellos anclado a la cara ventral del idiosoma) (Estrada-Pefia,
2015), en esta region es a la que se unen los palpos y donde se encuentra el poro
genital, la region posterior a las coxas que llevan los espiraculos y la abertura anal
(Anderson, 2002).
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En las garrapatas, el sistema respiratorio (traqueal) se abre al exterior en los
orificios denominados espiraculos, que pueden tener una forma oval, redondeada o
en forma de coma, y que se localizan a nivel del cuarto par de patas (Stafford, 2007;
Pulido-Villamarin et al., 2016). Los ejemplares adultos poseen dos aberturas en la
cara ventral, la anterior es la genital (entre el segundo par de patas) y la posterior es
la anal (Figura 2).

Figura 2. Ixodes sp.

A. Poro anal; B. Poro genital;
C. Coxa; D. Fémur; E. Patela;
F. Tibia; G. Metatarso; H.
Tarso; I. Seta (Imagen
tomada de: Pulido-Villamarin,
2016).

Los ixddidos se caracterizan por la presencia de una gran placa esclerotizada en la
superficie dorsal: el escudo, del que reciben su calificativo de “garrapatas duras”,
mientras que los argasidos (garrapatas blandas) carecen de este escudo
(Estrada-Pefia, 2015). Los adultos de las garrapatas duras tienen un claro
dimorfismo sexual, evidente en la presencia del escudo quitinizado: cubre
practicamente por completo la superficie dorsal de los machos, mientras que en las
hembras este escudo se restringe a la mitad anterior. Dado que las hembras (y los
estadios inmaduros) deben ingerir una gran cantidad de sangre durante su
alimentacion, pueden dilatar su volumen corporal debido a la sintesis de nueva
cuticula en las zonas del cuerpo que no estan cubiertas por el escudo
(Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016).

Los argasidos, por otro lado, se caracterizan por poseer una cuticula de aspecto
correoso, cubierta con espinas; carecen de escudo dorsal esclerotizado, y presentan
el capitulo desplazado a su cara ventral. No tienen areas porosas ni glandulas
foveales. Su superficie corporal tiene un aspecto reticulado y la cuticula esta
cubierta con espinas. Un detalle morfolégico importante que aparece en los
argasidos es la existencia de un poro coxal, el cual sirve para concentrar el exceso
de agua durante la ingestion de sangre para eliminar el agua de una forma rapida
mientras se alimentan (Estrada-Pena, 2015). En los argasidos el dimorfismo sexual
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se limita a leves diferencias en la apertura genital, donde en el macho es mas
pequefia y arqueada con presencia de un opérculo (Bowman, 2009;
Pulido-Villamarin, 2016).

2.1.3 Anatomia interna

Internamente, a través de los organos del cuerpo de la garrapata circula la
hemolinfa, la cual contiene hemocitos y numerosas proteinas en solucion. Sirve para
distribuir nutrientes, eliminar desechos y es importante en la inmunidad innata
(Sonenshine & Roe, 2013).

Los principales érganos internos son: el tracto digestivo (que comprende la faringe,
el eséfago, el intestino medio y el saco rectal), las glandulas salivales, los érganos
reproductivos, el singanglio (el sistema nervioso central fusionado), los tubulos de
Malpighi y las traqueas. El intestino medio es el érgano mas prominente del cuerpo,
consta de un estdmago central y muchos diverticulos grandes y prominentes;
cuando esta completamente congestionado llena la mayor parte del interior del
cuerpo, desplazando al resto de los 6rganos. Ademas de su papel en la digestion
de la sangre, el intestino medio también funciona como un d&rgano de
almacenamiento, debido a que las garrapatas digieren la sangre lentamente
(excepto en las hembras apareadas) (Sonenshine & Roe, 2013).

El segundo érgano mas grande (a excepcion de los ovarios de las hembras que
ponen huevos) es el par de glandulas salivales. Estas glandulas se encuentran
ubicadas en la region anterolateral del cuerpo. La saliva se secreta a través de los
conductos salivales conectados a las piezas bucales. Estas glandulas complejas
contienen Iébulos multifuncionales que secretan una diversa mezcla de factores anti
hemostaticos, enzimas digestivas y proteinas que facilitan la formacion de heridas y
dilatan los vasos sanguineos en la piel del huésped. Incluso secretan soluciones
saladas para absorber la humedad de las atmdsferas subsaturadas (Sonenshine &
Roe, 2013).

En los machos ingurgitados, los cuales consumen solo pequefias cantidades de
sangre, los testiculos y la glandula accesoria masculina blanca y multilobulada son
los organos internos mas prominentes. Al ingurgitar las hembras que no han
copulado, los organos reproductivos mas prominentes son el ovario, lleno de
numerosos ovocitos blancos de tamanio variable, los oviductos y la vagina. Después
del apareamiento, los ovocitos se expanden mucho y se llenan de innumerables
glébulos de yema de color marrén (vitelina). Cuando la hembra completamente
repleta cae de su anfitrién, el ovario marréon ocupa la mayor parte del interior del
cuerpo (Sonenshine & Roe, 2013).
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2.1.4 Ciclo de vida

Las garrapatas duras (Ix6des) pueden vivir de 2 a 6 afos, mientras que las
garrapatas de cuerpo blando (Argasidos) pueden vivir hasta 20 afios (Anderson &
Magnarelli, 2008). Ambas familias tienen cuatro estadios en su ciclo de vida: huevo,
larva, ninfa y adulto (Sonenshine & Roe, 2013). Las larvas poseen (6 patas),
mientras que las ninfas (sexualmente inmaduras) y adultos (sexualmente maduros)
poseen 8 patas, con seis segmentos (uno de ellos anclado a la cara ventral del
idiosoma) (Estrada-Pefia, 2015).

Las hembras adultas de ixddidos se alimentan solo una vez, ponen miles de huevos
y mueren (un solo ciclo gonotroéfico), los machos, sin embargo, pueden alimentarse
y aparearse varias veces. Por el contrario, la mayoria de las hembras de argasidae
se alimentan, ponen una pequefa nidada de huevos y luego se alimentan y
ovipositan varias veces mas (ciclo gonotréfico multiple) (Sonenshine & Roe, 2013).
Ambas familias sufren fases de metamorfosis, que se caracterizan por el
desprendimiento de la piel exterior o cuticula (muda) de la larva en su paso a ninfa 'y
de la ninfa en su paso a adulto (Anderson & Magnarelli 2008).

En general, exhiben varias estrategias diferentes para regular su actividad
reproductiva. El apareamiento esta regulado por multiples feromonas sexuales
secretadas por las hembras que atraen a los machos ingurgitados y los guian hacia
el poro genital femenino (Sonenshine et al., 1989). Después de la cépula, las
hormonas, especialmente la 20-hidroxiecdisona, estimulan la sintesis, secreciéon y
captacion de vitelogenina (vg) (Thompson et al., 2005).

Morfolégicamente, las larvas que eclosionan de los huevos se asemejan de forma
general a los adultos de manera superficial, pero tienen tres pares de patas y
carecen de placas espiraculares, debido a que la respiracion se realiza
exclusivamente a través de la cuticula (Estrada-Pefia, 2015). Tras la alimentacion y
la muda, las larvas se convierten en el estadio de ninfa.

En el estadio de ninfa se cuenta ya con cuatro pares de patas y la presencia de
placas espiraculares, localizadas por detras de la insercién del cuarto par de patas.
El espiraculo se abre aproximadamente en el centro de cada placa, y por ese poro
se realiza el intercambio gaseoso (respiracion). Los machos de los distintos géneros
suelen tener esclerotizada la cara ventral del cuerpo, aunque algunos de ellos
solamente ostentan algunas placas quitinizadas cerca del ano. (Estrada-Pefa,
2015).

2.3 Ixodidae

La familia Ixodidae, la mas antigua de las familias de garrapatas, esta formada por
un grupo basal, Prostriata (género /Ixodes, subfamilia Ixodidae) y el grupo
Metastriata (todos los otros géneros) (Sonenshine & Roe, 2013).
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El ciclo vital de los ixddidos es muy uniforme para casi todas las especies de la
familia, con los cuatro estadios de la garrapata y una Uunica fase de ninfa
(Estrada-Pefia, 2015). Cada etapa se alimenta solo una vez en su vida y las
hembras mueren luego de la oviposicidn, por lo que este género tiene solo un ciclo
gonotrofico, que es como se conoce el ciclo biolégico que abarca el desarrollo
desde el huevo hasta la oviposicién (Sonenshine & Roe, 2013).

En esta familia se presentan dos fases intermedias de desarrollo conocidas como
fases de metamorfosis, que se caracterizan por el desprendimiento de la piel
exterior o cuticula (muda) de la larva en su paso a ninfa y de la ninfa en su paso a
adulto. Ambos eventos ocurren después de alimentarse de sangre del hospedador
(Anderson & Magnarelli 2008; Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016). El ciclo de
vida se inicia con la eclosion del huevo ovipositado por la hembra, en un sitio
humedo y protegido, del cual emerge la larva y después de aproximadamente una
semana de resguardarse para evitar la desecacion, busca un hospedador del cual
alimentarse (Waladde et al., 1996; Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016).

Estos ciclos de vida pueden ser de uno, dos o tres hospederos, la gran mayoria
tiene un ciclo de tres hospederos, el cual se caracteriza por el desprendimiento de
las larvas del huésped después de alimentarse para mudar a la etapa de ninfa.
Posteriormente, las ninfas no alimentadas buscan un huésped, adhiriéndose al
mismo usado anteriormente o buscando uno nuevo; luego de repletarse, se
desprenden y mudan a su etapa adulta (Sonenshine & Roe, 2013).

En el estado adulto se presenta la diferenciacién sexual de las garrapatas, saliendo
de la ultima muda diferenciados morfologicamente y con necesidades especificas
segun el género (Anderson & Magnarelli, 2008; Polanco-Echeverry & Rios Osorio,
2016); En los machos existe una diferencia considerable entre sus grupos
(Metastriata y Prostriata). La mayoria de los Metastriata necesitan alimentarse para
promover la espermatogénesis (Oliver 1982; Sonenshine & Roe, 2013 ), por lo que
la copula ocurre en el huésped después de que el macho se alimenta. Por su parte,
en la mayoria de las garrapatas Prostriatas los machos no necesitan alimentarse y
pueden copular con las hembras dentro o fuera del huésped (Sonenshine & Roe,
2013).

Para las hembras el apareamiento es un factor determinante en su capacidad de
replecion, puesto que regularmente no se repletan sin haberse apareado
previamente (Sonenshine & Roe, 2013); después alimentarse, caen al suelo en
busqueda de un lugar humedo y protegido para ovipositar, luego de lo cual mueren
(Anderson & Magnarelli 2008).

2.4 Alimentacion

Aunque las garrapatas se destacan por su apego a los humanos y los animales, casi
todas las especies pasan la mayor parte de su vida fuera de sus anfitriones. Su vida
se compone esencialmente de periodos parasitarios relativamente cortos donde se
alimentan de la sangre de un huésped (por lo que son considerados como
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artrépodos hemimetabolos), y periodos prolongados sin alimentacién (Anderson,
2008).

La alimentacion es la fase durante la cual la garrapata causa dafo directo a la piel
del huésped y los organismos que causan enfermedades son ingeridos o
inoculados. Se trata de un complejo de comportamientos que comienza con el
hambre y termina con la saciedad. Anderson reporta lo sugerido por Waladde y
Rice, dividiendo este proceso en nueve eventos distintos (Anderson, 2002):

1. Apetito: busqueda de un huésped a través del érgano de Haller.

Enganche: adherencia a la piel del huésped

Exploracion: rastreo en el hospedero mientras busca un sitio de conexién
adecuada.

Penetracion: insercion del hipostoma en la piel.

Adherencia: sitio de alimentacion establecido

Ingestion: fluidos corporales adquiridos por garrapata

Replecién: comida completa adquirida

Desprendimiento: retirada de piezas bucales del huésped

Separacion: la garrapata completamente alimentada deja al huésped

w N

© N OA

Las larvas, ninfas y hembras aumentan enormemente de tamano durante la
ingurgitacidon. Las garrapatas adultas sin repletar varian en longitud de 2 a 30 mm., y
las hembras apareadas pueden aumentar hasta aproximadamente 100 veces su
peso corporal original antes de desprenderse para la oviposicién (Sonenshine &
Roe, 2013), sin embargo, hay pocos cambios en la longitud del cuerpo en los
machos adultos después de replecion (Anderson, 2002).

El proceso digestivo de las garrapatas es casi en su totalidad intracelular y, a
excepcion de las hembras que ovipositan, es un proceso relativamente lento. La
sangre que ingresa al intestino medio de la garrapata permanece en gran medida
sin digerir durante largos periodos. Aparte de las enzimas hemoliticas que lisan las
células sanguineas y liberan hemoglobina, practicamente no se secretan proteinas
en la luz del intestino medio. La digestion de la hemoglobina es enteramente
intracelular, por lo que la sangre permanece como reserva y sSe consume
gradualmente durante meses o incluso afios (Sonenshine & Roe, 2013).

La deteccion del huésped se ve facilitada por los sistemas sensoriales para detectar
olores, vibraciones, cambios de temperatura y otras sefiales externas del huésped.
Las garrapatas poseen un 6rgano de deteccién conocido como “6rgano de Haller”,
el cual les sirve para detectar informacion sensorial a través de los sensillums de
este organo. Este responde a la energia térmica y a los niveles elevados de dioxido
de carbono, amoniaco, acido sulfhidrico y otros elementos de los animales de
sangre caliente que se encuentran dentro del rango de deteccidn. Otros sensillums
del mismo 6rgano permiten que las garrapatas reconozcan cuando estan en grietas
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o hendiduras, debajo de la hojarasca o el suelo donde pueden refugiarse de los
extremos ambientales (Sonenshine & Roe, 2013).

El hipostoma es el 6rgano principal de anclaje al huésped. El lado ventral esta
armado con filas de dientes recurvados, pero el lado dorsal es plano excepto por un
estrecho canal en forma de V, el cual es un canal preoral que funciona como una
extension de la boca. Durante la alimentacion, la accion de succion de la faringe
atrae sangre hacia este canal de alimentacion y pasa al intestino medio, mientras
que la saliva de los conductos salivales pasa al huésped en un patron alterno de
succion y secrecion (Sonenshine & Roe, 2013).
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Figura 3. Diagrama que ilustra las piezas bucales de una garrapata ixédida
representativa (Dermacentor andersoni) como se ve en una seccion
transversal y tangencial.

Seccién tangencial a través del capitulum. ala: muasculos alares; ch: queliceros; c.s.: vaina
queliceral (vaina interna o vaina conica en Gregson [1960]); di: digitos quelicerales; G.o.: el érgano
de Gene; hd: capucha; hip: hipostoma; i.c.b: puente intercoxal; mb: membrana sobre canal preoral;
0.c.s., vaina queliceral exterior; o.m.: area cubierta de membrana ovalada del quelicero; P. II:
segmento palpal ll; p.a.: areas porosas (indicadas por lineas a través de la cuticula); p.c.s.: vaina
queliceral posterior; Pr.c.: canal preoral; ph.: faringe; p.o.: orificio faringeo; p.v.: valvula faringea
(indicada por un semicirculo curvo); R.ch.: musculo retractor; sal., salivarium; s.d.: conducto salival;
s.ch.p.: placa subqueliceral (epistoma); Te: tectum. Redibujado y etiquetado de Gregson, J.D.
(1960) Morfologia y funcionamiento de las piezas bucales de Dermacentor andersoni Stiles.
Parte I. El mecanismo de alimentacion en relaciéon con la garrapata. (Sonenshine & Roe, 2013).

La morfologia del canal alimentario es distinto entre las familias de garrapatas;
permite una alimentacion lenta en las garrapatas ixddidas pero esta adaptada para
una alimentacion rapida en los argasidos (Sonenshine & Roe, 2013).
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En las garrapatas ixoédidas, la absorcién de sangre alterna con la expulsion de
saliva, con largos intervalos entre cada accion, sin embargo la organizacion de sus
piezas bucales no permite la separacion de fluidos en los canales preoral y salival,
por lo que puede ocurrir cierta mezcla de sangre y saliva (Gregson,1960). Poseen
ademas unos pequeinos musculos dilatadores dentro de la cavidad hipostomal,
cerca de su union con el capitulo, los cuales ayudan a ensanchar el canal preoral y
aumentan la captacion de liquido. Por su parte en los argasidos, los musculos
dilatadores se encuentran a lo largo de la mayor parte del canal preoral,
proporcionando un poderoso complemento a la faringe succionadora para una
rapida captacion de liquidos (Sonenshine & Roe, 2013).

En los ixddidos, el canal alimentario esta cerrado (temporalmente) en su lado dorsal
por las vainas de los queliceros (Figura 3); la subida y bajada peridédica de los
queliceros se alternan con largos periodos de succion de sangre y salivacion y una
diminuta membrana del labrum con forma de colgajo en el extremo posterior del
canal preoral ayuda a regular el flujo de liquido hacia la boca. También presente en
esa unién hay una valvula faringea compleja en forma de surco (Fig. 3), que
controla la entrada de sangre en la boca y la faringe. La valvula se puede cerrar
cuando la faringe se contrae, evitando la regurgitacién (Sonenshine, 1991).

En las garrapatas argasidas, el canal preoral esta cubierto por un labrum alargado,
movil y en forma de V que se extiende a todo lo largo del hipostoma. El labrum se
agita hacia arriba y hacia abajo durante los breves estallidos de succion rapida de
sangre, una caracteristica de las garrapatas blandas. Cuando se eleva el labrum, la
sangre se succiona hacia el canal preoral, la boca y la faringe. Cuando se deprime
el labrum, el canal preoral se sella, impidiendo la entrada de sangre mientras que el
salivario (situado encima del hipostoma) se llena de liquido y la saliva fluye hacia la
lesion de alimentacion. Estas acciones previenen la mezcla de sangre y saliva y
también previenen la regurgitacién. No esta claro el mecanismo exacto por el cual el
labrum hueco se eleva o se deprime, pero se cree que estas acciones estan
controladas por cambios en la presion hidrostatica de la hemolinfa corporal (con la
que es contiguo) (Sonenshine & Roe, 2013).

2.5. Importancia

2.5.1 Econdmica

Las garrapatas son consideradas como uno de los factores sanitarios mas
importantes que limita la ganaderia en el tropico y que afectan el 80% de la
poblacién bovina del mundo (Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016). Las pérdidas
economicas se deben a la disminucidn en la ganancia de peso, al dafo en las
pieles, a la disminuciéon de la produccion de carne y leche, a la transmisién de
enfermedades (Dantas-Torres et al., 2012) como Babesia bovis, Babesia bigemina,
Anaplasma marginale y Theileria parva, al incremento de los costos de control y a
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los tratamientos de enfermedades y problemas reproductivos en los animales
(Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016).

En 2014 el Dr. Grissi y su equipo (2014) realizaron un calculo econémico de las
pérdidas ocasionadas por las parasitosis en Brasil, considerando solamente las
reducciones en produccién, sin contemplar el impacto econémico relacionado con
honorarios veterinarios, costo del personal de campo y de los medicamentos,
estimando una pérdida de 3,24 miles de millones de ddlares por consecuencia de
infestaciones de garrapatas.

La babesiosis bovina es la enfermedad bovina transmitida por artrépodos mas
importante en todo el mundo; se cree que causa miles de millones de ddlares en
pérdidas. En Zimbabue, el cese de las medidas de control de garrapatas durante la
guerra de 7 anos de ese pais resulté en la muerte de aproximadamente 1 millon de
bovinos por enfermedades transmitidas por garrapatas (Lawrence et al. 1980;
Sonenshine & Roe, 2013).

2.5.2 Salud publica

Las garrapatas son reconocidas, junto con los mosquitos, como los principales
vectores artropodos de agentes de enfermedades para humanos y animales
domésticos a nivel mundial (Dantas-Torres et al., 2012). En la actualidad, se han
descrito mas de 16 enfermedades especificas transmitidas o causadas por
garrapatas en humanos y mas de 19 enfermedades transmitidas por garrapatas en
ganado y animales de compania (Tabla 1) (Nicholson et al., 2009; Sonenshine &
Roe, 2013), ocasionadas por diversos microorganismos: protozoarios (ej. babesiosis
y teileriosis), bacterias (ehrlichiosis, borreliosis, fiebre manchada de las Montafas
Rocosas, y la enfermedad de Lyme) y virus (fiebre hemorragica de Crimea-Congo y
Powassan) (Magbool et al.,, 2022), siendo las garrapatas del género Ixodidae las
principales transmisoras.

La transmision de las enfermedades transmitidas por garrapatas, se ve favorecida
por el ambiente en el intestino medio de estos ectoparasitos, el cual es menos hostil
que el de insectos hematofagos, ya que poseen proteasas intracelulares, lo que
hace que los patdgenos ingeridos no estén expuestos directamente a la accion
proteolitica de las enzimas (Cortés, 2011).

A pesar de los avances en medicina y control de plagas que han reducido la
mayoria de las enfermedades transmitidas por vectores, practicamente todas las
enfermedades transmitidas por garrapatas han persistido e incluso aumentado su
area de distribuciéon geografica en los ultimos afios; teniendo mucho que ver el
calentamiento global, pues las condiciones de reproduccién y la expansion de su
distribucion se ven favorecidas con el incremento de la temperatura global (Ostfeld
& Brunner, 2015).
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Tabla 1.

Resumen de

las diferentes categorias de enfermedades
transmitidas por garrapatas de humanos y animales domésticos o de

compaiia, con ejemplos representativos (Sonenshine & Roe, 2013).

Categoria del
agente causal

Enfermedad
representativa

Babesiosis

Agente causal

Babesia bigemina, B.

Principales garrapatas

vectores

Hospederos primarios

microti, efc. Ripicephalus spp. (Ganado, ciervas
Fiebre de la costa Ripicephalus
Protozoa este Theileria parva appendiculatus Ganado, bofalo del cabo
Teileriosis T. annulata Hyalomma spp. Ganado, bifalo de agua
Babiesiosls humana . Ixodes scapularis, |. Ganado, bifalo de agua,
B. microti nAcinus humanos, ratones
Fiebre de las Humanos, perros,
montafias rocosas | Rickeftsia rcketsil Dermacentor spp pequefios mamiferos
Fiebre botonosa del Rhipicephalus Humanas, erizos,
mediterraneo R conorii SENgUINeUs pequenos mamifercs
Anaplasma A. scapulans , I ricinus , | Humanos, ciervos,
phagocytophilium ofros perros, otros
Anaplasmosis Ganado vacuno, ovejas,
A. marginale Dermacentor sop.. olras
A centrale otras Rumiantes
Erliquiosis humana | Ehrlichia chafeenesis | Amblyemma americanum | Humanos, ciervos
Erliquiosis canina |E canis, E. ewingli |R. sanguineus, otros Perros
' Hidropericardio
Bacteria A. hebrasum Ganado vacuno, otros
(Heartwater E. ruminantium
dissease) A variegatum Rumiantes
Ganado vacuno,
Fiebre O Coxiella burnetti Varias especies humanos, otros
mamiferos
Enfermedad de Borrelia burgdorfen, |l scapuwlaris | I rcinus , |Humanos, diversos

Lyme / Borreliosis

other Borrelis spp.

otros

mamiferos, aves

Fiebre recurrente
transmitida por

Humanos, otros

garrapatas Borrelia spp Varios argasidos mamiferos
Haemaphysals leporis-
Tularemia palustris , Lagomorfos, humanos y

Francisells tularense

Dermacentorspp., otras

otros mamiferos

21



https://www.researchgate.net/publication/281892937_Book_review_Sonenshine_DE_Roe_RM_2013_Biology_of_Ticks_2nd_ed

Encefalitis
transmitida por I dcinus , Ixodes spp.. |Roedores, humanos,
garrapatas Flavivirus ofras otros mamiferos
Fiebre por
3 garrapatas de Humanos y varios
Virus Colorado Coltivirus D. andersoni mamiferos
Fiebre hemorragica Lagomorfos, humanos,
de Crimea- Congo | Nairowvirus Hyalomma spp. erizos, elc.
Peste porcina
africana Iridevirus Ornithodoros porcinus | Cerdos y jabalis
Asociado a garrapatas;
Dermatofilosis Dermatophilosus sin transmision Ganado vacuno,
congolensis comprobada animales domesticos
. Proteinas Humanos, ganada
i.ﬁ.chir:c?:'r?gestales] Pgﬁ';::tgzr transmitidas por Varias especies de vacunoanimales
g garrapatas garrapatas domésticos, aves, efc.
Toxicosis por Proteinas Humanos, ganado
garrapatas, alergias |[transmitidas por Varias especies de vacuno, ovejas, otros
a mordidas garrapatas gamrapatas mamiferos, aves, elc.

Un ejemplo estadistico de la importancia de estos parasitos es la enfermedad de
Lyme, la cual en el Estados Unidos de 1980 era reportada con unos cuantos casos
al afo (Sonenshine & Roe, 2013), mientras que para 2012 se registré como la
infeccion transmitida por artropodos mas prevalente del pais, con 30,831 casos
informados a los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)
en 2012 y se estima que mas de 300.000 personas se infectan cada afo
(Ferias-Arroyo et al., 2014).

Ademas, ahora se sabe que en lugar de un solo genotipo, Borrelia burgdorferi hay
otras especies (p. €j., B. garinii, B. bissettii), de igual forma causantes de la
enfermedad de Lyme, con variaciones significativas en los sintomas clinicos en
diferentes regiones de su vasto rango zoogeografico (Sonenshine & Roe, 2013).

Las garrapatas como vectores virales han sido reportadas en multiples ocasiones
durante los ultimos 100 afos. Lo preocupante de la relacion garrapata-virus es que
el ciclo de alimentacion de la garrapata se sincroniza con el ciclo de vida viral
(Migné et al., 2022), volviéndose excelentes reservorios de replicacion. Estos virus
pertenecen a dos 6rdenes (Bunyavirales y Mononegavirales). Entre estos se
encuentra el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas, el virus de
Crimea-Congo, el virus Possowan con distribucién en América, y la aparicion de
nuevos virus, como el virus Alkhurma. Alrededor de 38 especies virales estan siendo
transmitidas por <10% de las especies de garrapatas de las familias Ixodidae y
Argasidae (Magbool et al., 2022).

Existen otras enfermedades causadas por las garrapatas que afectan tanto al
ganado como a seres humanos, tal es el caso del sindrome de alfa-gal o alergia a la
galactosa-a-1,3-galactosa (alfa-gal), la cual se manifiesta como urticaria,
angioedema o anafilaxia horas después del consumo de carne de mamifero
(Zurbano-Azqueta et al., 2021). Este sindrome consiste en una reaccion alérgica
tardia mediada por IgE contra el oligosacarido alfa-gal, el cual se expresa
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abundantemente en glicoproteinas y glicolipidos en células de mamiferos, excepto
en humanos y monos (Cooper et al., 2015). Extensas investigaciones han aportado
pruebas de que las picaduras de garrapata desencadenan la produccion de
anticuerpos IgE contra la alfa-gal (Scott et al., 2011), por lo que se desencadena una
sensibilizacién al carbohidrato producido por picaduras repetidas de garrapatas,
mientras que los sintomas se desencadenan tras la exposicion a la molécula
alergénica a través del consumo de carne de mamiferos.

Otras enfermedades afectan directamente al ganado, tal es el caso de la babesiosis
de bovinos, ovinos y otros animales y la fiebre de la costa este, las cuales matan a
un gran numero de estos animales, restringiendo las exportaciones y destruyendo
los recursos de proteina vitalmente necesarios para las poblaciones locales
(Sonenshine & Roe, 2013).

2.6. México

2.6.1 Importancia econémica

La importancia econémica de las garrapatas impacta en el presupuesto de distintas
areas, puesto que es un problema que afecta tanto a comercio como a salud
publica, por ejemplo su impacto en el comercio ganadero, desarrollo de tratamientos
para combatir las infestaciones, investigacién de su prevalencia e incidencia para
determinar el riesgo de una poblacion a contraer alguna enfermedad zoonética y el
tratamiento de personas enfermas debido a infecciones por garrapatas
(Dantas-Torres et al., 2012).

La babesiosis bovina es causada por especies de protozoos apicomplexa
transmitidos por garrapatas del género Babesia y esta catalogada como una
enfermedad de notificacion obligatoria por la Organizacién Mundial de Sanidad
Animal (World Organisation for animal health [WOAH], 2023). Las garrapatas de la
fiebre del ganado Rhipicephalus (Boophilus) microplus y Rhipicephalus (Boophilus)
annulatus son dos de los vectores conocidos de Babesia bovis y Babesia bigemina,
los agentes causantes de la babesiosis bovina, plagas invasoras del ganado en los
Estados Unidos (EE. UU.) y México (Esteve-Gasent et al., 2020).

Como enfermedad animal transfronteriza, la babesiosis bovina, causada por las
garrapatas de la fiebre de ganado puede afectar el comercio internacional de este
de manera considerable, puesto que se estima que alrededor del 75% de los hatos
en México estan en riesgo de contraer esta enfermedad (Esteve-Gasent et al.,
2020).

La babesiosis bovina tiene etapas de infeccion aguda y persistente. La enfermedad
aguda se caracteriza por anemia, fiebre, hemoglobinuria, letargo y anorexia, entre
otras manifestaciones. Estos signos clinicos son comunes a las babesiosis
causadas por especies distintas de B. bovis y B. bigemina que afectan al ganado y a
otros animales domésticos, asi como a los humanos. La gravedad de tales signos
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clinicos depende de la dosis infectiva, la cepa de Babesia, el estado inmunoldgico,
la edad, el genotipo del huésped y el estado de coinfeccién (Bock et al., 1999;
Esteve-Gasent et al., 2020).

Se ha registrado una gran resistencia a diferentes acaricidas en diferentes regiones
de Meéxico, (Esteve-Gasent et al.,, 2020), lo cual esta generando una inversion
economica que puede traducirse en pérdidas al tener tratamientos poco efectivos o
de corta duracion.

En 2016 se llevd a cabo una evaluacion econdmica del control de garrapatas
Rhipicephalus microplus en México, la cual reportd una reduccién de 68.63 % por
concepto de la compra de ixodicidas (Dominguez Garcia et al.,, 2016). La
extrapolacion de estos datos a la ganaderia nacional con un hato estimado en 30
millones de cabezas de ganado bovino, puede significar una pérdida que equivale a
12 mil 248 millones 994 mil 889 pesos mexicanos.

El hecho de que los esfuerzos tanto de investigacion como de erradicacion se
concentren en Rhipicephalus microplus, abre un nicho de colonizacion para la
garrapata mult ihospedera Amblyomma mixtum (DOF, 1994).

2.6.2 Incidencia de enfermedades transmitidas por garrapatas en México.

Las enfermedades zoondticas son un problema de importancia critica debido a que
la incidencia y el costo de una enfermedad tienen un efecto directo en la economia,
las actividades y la salud humana. De acuerdo al Instituto de Medicina (Institute of
Medicine, 2009), los patégenos zoonodticos han causado mas del 65% de las
enfermedades infecciosas emergentes en las ultimas seis décadas, con un costo
estimado por arriba de los 20 miles de millones de ddlares (World Bank, 2010;
Lopez-Lopez, 2014).

Las garrapatas, como se ha mencionado anteriormente, son importantes vectores
de enfermedades zoondticas. En México hay una incidencia que va en aumento con
respecto a enfermedades transmitidas por garrapatas en el area de salud publica,
sin embargo hay pocos reportes donde se sefiale la incidencia y prevalencia, debido
a problemas de deteccién en zonas endémicas (Alvarez- Hernandez, 2010).

La Fiebre Manchada de las Montafnas Rocosas (FMMR) es considerada una
enfermedad reemergente en el norte del pais desde el 2003, principalmente en el
estado de Sonora, sin embargo, un monitoreo posterior indicé su extension a la
region sur de Coahuila en 2012 y hasta la fecha se siguen presentado casos de
FMMR de forma endémica en estas regiones (Alvarez-Hernandez, 2017). Esta
enfermedad es causada por bacterias de la familia Rickettsiae, y en México su tasa
de mortalidad dentro de los ultimos 100 afios ha mantenido un intervalo de entre el
30% y 80%. El vector de contagio de esta enfermedad es Ripicephalus sanguineus
(la garrapata café del perro) (Alvarez- Hernandez, 2010).

La Enfermedad de Lyme es una afeccién bacteriana y multisistémica en pequefos y
grandes mamiferos, ocasionada por Borrelia burgdorferi, y transmitida por
garrapatas del género Ixodes (Dzul-Rosado et al., 2022). La presencia de esta
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enfermedad habia sido reportada como endémica en diferentes estados de la
Republica entre 1998 y 2007 (Gordillo-Pérez et al., 1999 & Gordillo-Pérez et al.,
2007), y en 2018 Gordillo- Peréz y colaboradores detectaron una prevalencia en
pacientes infectados con Borrelia burgdorferi, del 27,7%, en una poblacién con
afecciones neuronales (Gordillo-Pérez et al., 2018), sugiriendo que la
neuroborreliosis de Lyme es una enfermedad neurolégica grave y frecuente en
México.

Hay otras enfermedades emergentes que afectan a animales domésticos y son
considerados como potenciales organismos zoonéticos, como la ehrlichiosis canina,
una enfermedad transmitida por la garrapata Ripicephalus sanguineus y causada
por la rickettsia Ehrlichia canis y cuya prevalencia en el pais ha ido en incremento
desde su primer reporte en la década de los 90 (Nufiez-Ochoa, 2003). Se estima
que en la actualidad, aproximadamente el 70% de los perros portadores de
garrapatas estan infectados con esta enfermedad, convirtiéndola en un foco de
interés para la salud publica (Gutierrez et al., 2016).

2.7. Distribucion.

En México se han reportado 77 especies de garrapatas, de las cuales 14 afectan la
ganaderia (SENASICA, 2015). Rhipicephalus (Boophilus) microplus, también
conocida como la garrapata del ganado, es de particular importancia como plaga
reconocida del ganado en América Latina y Australia, mientras que ha sido
erradicada de los Estados Unidos desde la década de 1940 (Knolhoff y Onstad
2014). Amblyomma cajennense sensu lato, la garrapata de Cayena, es una
garrapata portadora de patdgenos prominente que se distribuye en las regiones
Neartica y Neotropical del Nuevo Mundo, desde el sur de EE. UU. Texas y Florida)
hasta el norte de Argentina (Estrada-Pena et al. 2004). Esta garrapata también es
de gran importancia economica como plaga y esta asociada con una amplia
variedad de patdégenos animales y humanos. Amblyomma cajennense se encuentra
ampliamente distribuida en México, habiéndose reportado en 29 de 32 estados de
México, y también es un importante vector de anaplasmosis y Rickettsia del grupo
de las fiebres manchadas en la industria ganadera mexicana (de la Fuente et al.,
2003; Pérez et al., 2014).

A continuacién, se enlistan los reportes de la presencia de los géneros de
garrapatas reportados por estados:

Tabla 2. Presencia de los géneros de garrapatas reportados por estados.

Presencia de garrapatas por estado en México

Estado Género y especie Autor

Aguascalientes* Dermacentor albipictus Guzman-Cornejo et al., 2016
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Baja California*

Amblyomma cajennense S. L.

Dermacentor albipictus
D. hunteri

D. parumpertus

D. variabilis

Ixodes murreleti

I. pacificus

I. scapularis

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo etal., 2016

Baja California Sur

Amblyomma cajennense S. L.

Dermacentor occidentalis
D. parumpertus

Ixodes scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.) (parte
norte declarada libre)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Campeche

Amblyomma cajennense S. L.

A. dissimile

A. imitator

A. maculatum

A. parvum

A. sabanerae

A. tuberculatum

Dermacentor albipictus
D. nitens

Ixodes scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al.,, 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Chiapas

Amblyomma auricularium

A. cajennense S. L.

A. coelebs

A. dissimile

A. inornatum

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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A. longirostre

A. maculatum

A. oblongoguttatum

A. pacae

A. ovale

A. parvum

A. pecarium

A. rotundatum

A. sabanerae

Dermacentor albipictus
D. andersoni

D. dissimilis

D. halli

D. imitans

D. latus

D. nitens

D. parumpertus

D. variabilis

Ixodes affinis

l. bequaerti

I. boliviensis

I. luviae

I. scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Chihuahua

Amblyomma cajennense S. L.

A. elaphense

A. maculatum

Dermacentor albipictus
D. nitens

D. parumpertus

D. variabilis

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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Rhipicephalus (Boophilus
spp.)(Municipios: Morelos,
Guadalupe y Calvo)

Coahuila

Amblyomma americanum

A. cajennense S. L.

A. imitator

A. inornatum

A. maculatum

A. triste

Dermacentor albipictus
D. andersoni

D. occidentalis

D. parumpertus

D. variabilis

Ixodes augustus

I. conepati

I. scapularis

. woodi

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Colima

Amblyomma. cajennense S. L.

A. imitator

Dermacentor nitens

Ixodes scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

C.D. de México

A. cajennense S. L.

Dermacentor albipictus
D. nitens
D. parumpertus

Ixodes brunneus

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

28




Durango

Dermacentor albipictus
D. nitens

D. parumpertus

D. variabilis

Ixodes scapularis

Rhipicephalus sanguineus

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Castillo-Martinez et al., 2016;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Edo. De México

Amblyomma cajennense S. L.

A. scutatum

Dermacentor albipictus
D. nitens
D. variabilis

Ixodes dampfi

I. tacitarius

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Guanajuato Amblyomma cajennense S. L. Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
A. coelebs Guzman-Cornejo et al., 2016
Dermacentor albipictus
D. variabilis
Ixodes rubidus
I. tovari
Rhipicephalus (Boophilus spp.)
Guerrero Amblyomma cajennense S. L. Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;

A. dissimile

A. imitator

A. parvum

A. scutatum

A. ovale

Dermacentor albipictus
D. dissimilis

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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D. nitens

Ixodes boliviensis

I. guatemalensis

I. rubidus

I. spinapalpis

I. texanus

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Hidalgo

Amblyomma cajennense S. L.

A. imitator

A. maculatum

Dermacentor albipictus
D. dissimilis

D. nitens

D. parumpertus

D. variabilis

Ixodes scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Jalisco

Amblyomma cajennense S. L.

A. coelebs

A. dissimile

A. rotundatum

A. imitator

A. inornatum

A. parvum

A. ovale

Dermacentor albipictus
D. halli

Ixodes scapularis

l. sinaloa

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Michoacan

Amblyomma auricularium

A. cajennense S. L.

A. dissimile

A. inornatum

A. rotundatum

A. scutatum

Dermacentor nitens

Ixodes mexicanus

I. tacitarius

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Morelos

Amblyomma cajennense S. L.

A. inornatum

A. scutatum

Ixodes cuernavacensis

I. spinipalpis

. woodi

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Nayarit

Amblyomma cajennense S. L.

A. dissimile

A. imitator

A. inornatum

A. maculatum

A. parvum

A. auricularium

Dermacentor albipictus

Ixodes boliviensis

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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I. sinaloa

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Nuevo Ledn

Amblyomma americanum

A. cajennense S. L.

A. imitator

A. inornatum

A. maculatum

Dermacentor albipictus
D. dissimilis
D. variabilis

Ixodes dentatus

I. scapularis

I. texanus

I. tovari

Rhipicephalus annulatus

R. sanguineus

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Oaxaca

Amblyomma cajennense S. L.

A. dissimile

A. inornatum

A. oblongoguttatum

A. sabanerae

A. scutatum

A. parvum

A. pecarium

Dermacentor dissimilis
D. imitans

D. nitens

D. variabilis

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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Ixodes boliviensis

I. scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Puebla

Amblyomma cajennense S. L.

A. imitator

A. inornatum

A. maculatum

A. ovale

Dermacentor albipictus
D. dissimilis

D. nitens

D. variabilis

Ixodes eadsi

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Querétaro

Amblyomma cajennense S. L.

A. imitator

A. maculatum

Dermacentor albipictus
D. dissimilis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Quintana Roo

Amblyomma cajennense S. L.

A. imitator

A. sabanerae

A. ovale

A.tuberculatum

Dermacentor albipictus
D. nitens

Ixodes boliviensis

I. scapularis

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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Rhipicephalus (Boophilus spp.)

San Luis Potosi

Amblyomma cajennense S. L.

A. imitator

A. ovale

A. maculatum

Dermacentor albipictus
D. halli

D. nitens

D. parumpertus

D. variabilis

Ixodes scapularis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Sinaloa

Amblyomma auricularium

A. cajennense S. L.

A. imitator

A. inornatum

A. maculatum

A. oblongoguttatum

Dermacentor dissimilis
D. halli

D. nitens

D. occidentalis

Ixodes sinaloa

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Sonora*

Amblyomma cajennense S. L.

A. inornatum

A. maculatum

A. triste

Dermacentor albipictus
D. hunteri
D. parumpertus

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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D. variabilis

Tabasco

A

mblyomma auricularium

A

. cajennense S. L.

A.

inornatum

. maculatum

. oblongoguttatum

. ovale

A.

parvum

A

. pecarium

Dermacentor albipictus
D. nitens

Ixodes loricatus

I

luciae

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Tamaulipas

A

mblyomma americanum

A

. auricularium

A.

cajennense S. L.

. dissimile

. imitator

. inornatum

. maculatum

. ovale

. parvum

A.

triste

A

. scutatum

D
D
D
D

ermacentor albipictus
. andersoni

. nitens

. variabilis

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;
Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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Ixodes scapularis

I. tamaulipas

1. woodi

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Tlaxcala*

Dermacentor variabilis

Guzman-Cornejo et al., 2016

Veracruz

Amblyomma cajennense S. L.

A. calcaratum

A. dissimile

A. imitator

A. inornatum

A. longirostre

A. maculatum

A. nodosum

A. ovale

A. scutatum

Dermacentor albipictum
D. dissimilis

D. halli

D. nitens

Ixodes boliviensis

1. cookei

I. guatemalensis

I. luciae

I. spinipalpis

I. tacitarius

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

Yucatan

Amblyomma cajennense S. L.

A. dissimile

Guzman-Cornejo y Robbins, 2010;

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016
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A. imitator

A. inornatum

A. parvum

A. rotundatum

A. sabanerae

A. tuberculatum

Dermacentor albipictus

D. halli
D. nitens
D. variabilis

Ixodes affinis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Zacatecas

Amblyomma cajennense S. L.

A. imitator

A. inornatum

A. maculatum

Dermacentor albipictus
D. variabilis

Rhipicephalus (Boophilus spp.)

Guzman-Cornejo et al., 2011;
Guzman-Cornejo et al., 2016

No descrito

Amblyomma humerale
A. multipunctum

A. nodosum

A. tigrium

A. varium

Guzman-Cornejo et al., 2011;

2.8. Amblyomma

Las garrapatas del género Amblyomma atacan fundamentalmente al ganado bovino,
pero tienen una amplia especificidad, puesto que pueden parasitar casi a cualquier
especie, habiendo reportes en ganado ovino, mamiferos domésticos y salvajes,
reptiles y aves domésticas y silvestres (Guzman, et al. 2011; Arana, et al. 2015).

Amblyomma

incluye varias especies de garrapatas muy bien adaptadas al

37




continente americano. Guglielmone y Nava (2006) mencionan que este género
incluye 130 especies, de las cuales el 50% se concentra en el Neotropico.
Amblyomma ha sufrido reubicaciones filogenéticas a lo largo del tiempo respecto a
sus especies, especialmente A. mixtum, puesto que originalmente fue descrita por
Koch en 1844 y en 1899 y tomada como sindnimo de A. cajennense por Neuman
(Almazan et al., 2015), por lo que toda la informacion del siglo pasado, hasta inicios
del presente siglo se refieren a la garrapata A. mixtum prevalente en el continente
americano como A. cajennense s. |.

Gracias a lo anteriormente reportado, se sabe que A. mixtum tiene una distribucion
desde el sur de Texas (EUA) hasta Ecuador (Estrada-Pefa, 2013), por lo que es la
garrapata del género Amblyomma que se localiza parasitando comunmente a los
bovinos y equinos de las zonas tropicales de México y a la que el personal que
realiza las actividades propias de la ganaderia se ve expuesto con frecuencia.

El ciclo biolégico de A. cajennense s.l. (A. mixtum) consta de tres hospederos,
pudiendo parasitar al hombre, situacién que hace mas complejo su control (Nava et
al., 2014).

Los articulos sobre incidencia de garrapatas reportan A. cajennense S.L. en 29 de
los 32 estados de la Republica Mexicana (Tabla 2, Figura 4).
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A)

Regislro de Amblyomma cajennense S.L.
Mo hay registro

Amblyomma cajennense 5.4

B)
Registro de Rhipicephalus boophilus spp.
No hay registro

Rhipicephalus boophilus spp,

1000 km

Figura 4. Presencia de A. cajennense comparada con Rhipicephalus
(Boophilus) microplus en la Republica Mexicana.

El siguiente mapa fue realizado con base en la documentacion de los especimenes
reportada en la “Tabla 2” y marca los estados de la republica mexicana donde se ha
registrado la presencia de Amblyomma cajennense S.L. (A), comparado con los
estados donde se ha registrado la presencia de Rhipicephalus boophilus spp. (B),
considerado el ectoparasito mas importante en areas de explotacién pecuaria, tanto
en regiones tropicales como subtropicales, y el principal transmisor de agentes
patdgenos para los bovinos (Athayde et al., 2001). Imagen realizada en Rstudio por
Perla Rodriguez con base en los datos registrados de |la Tabla 2.

Como podemos observar A. cajennense solo se encuentra ausente en
Aguascalientes, Durango y Tlaxcala, es decir que esta presente en 29 de los 32
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estados de la republica mexicana (el 90.6 % del territorio mexicano), comparado con
Rhipicephalus (Boophilus) spp presente en 28 de los 32 estados de la republica
(Ausente en Aguascalientes, Baja California, Sonora y Tlaxcala).
El hecho de ser la segunda garrapata cosmopolita de importancia econémica y
meédica la vuelve un objetivo de estudio de relevancia inmediata.

2.8.1 Caracteristicas morfoldégicas de Amblyomma mixtum.

Entre los caracteres morfoldgicos del Amblyomma cajennense (s. I.) o A. mixtum,
destaca lo siguiente (Guzman-Cornejo et al., 2011): palpos largos, el segundo artejo
mas largo que ancho, generalmente ornamentado. El escudo ventral puede estar
presente y extenderse mas alla del margen posterior de los festones del macho.

Figura 5. Vista dorsal de A. cajennense (s. I.)
macho.

Claves para la identificacion de machos: El macho de
Amblyomma cajennense s. |. dorsalmente presenta el
escudo cubriendo en su totalidad el idiosoma, con
abundantes dibujos ornamentales en color palido, que
irradian mas o menos desde el centro hacia los extremos,
al igual que en la parte central de los festones, dando la
apariencia de ser angostos (Figura 5) (Fotografia original).

Figura 6. Vista dorsal de A. cajennense (s.
1.) hembra.

Claves para la identificacion de hembras: La hembra
de Amblyomma cajennense s. |. dorsalmente presenta
un escudo triangular generalmente un poco mas ancho
que largo, algunas veces la longitud y anchura son
iguales, ademas presenta abundantes y palidos dibujos
ornamentales extendidos por toda la superficie del
escudo, los festones presentan unos tubérculos muy
esclerosados en el angulo interno a excepcion del feston
central (Figura 6) (Fotografia original).

2.8.2 Hospedantes de Amblyomma mixtum

La distribucion geografica de las diferentes especies de garrapatas esta
generalmente determinada por la presencia de los hospedantes (Guzman-Cornejo
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et al.,, 2011). A. cajennense s. I. es una garrapata de tres hospedantes, siendo los
équidos y bovinos los principales mamiferos encargados de mantener la presencia
de esta garrapata en diferentes ambientes (Labruna et al., 2002). Sin embargo, este
artropodo ha sido encontrado, principalmente los estadios no adultos, en una gran
variedad de animales incluidos los de vida libre, aves y humanos (Lopes et al., 1998;
Rojas et al., 1999; Romero-Castanén et al., 2008).

Las garrapatas adultas prefieren localizarse sobre las patas y el abdomen en los
bovinos, por otro lado, en los équidos todos los estadios pueden ser localizados en
las orejas y en otras cavidades naturales, flancos, nuca y crin (Oliveira et al., 2003).

2.8.3 Amblyomma mixtum como vector de enfermedades

La presencia de los patdgenos en el vector y reservorios es un indicador de riesgo
de exposicion de la poblacion humana por lo que estas enfermedades estan
relacionadas con las caracteristicas ecologicas de cada region (Tinoco et al., 2009).

El papel de A. mixtum como vector de enfermedades no ha sido estudiado a
profundidad, aunque en estudios anteriores Schulze y colaboradores (1984)
mencionaron que las garrapatas de género Amblyomma pueden considerarse como
vector potencial de Borrelia en América del Sur y México, sin embargo, no fue hasta
2018 donde Solis-Hernandez y colaboradores detectaron la presencia de genes
pertenecientes a Borrelia burgdorferi sensu lato en garrapatas de la especie A.
mixtum colectadas de perros, a pesar de ello no se ha confirmado como vector
competente.

El problema evidente con esta garrapata es que a pesar de su amplia distribucién a
nivel mundial y su creciente importancia econdmica, las investigaciones sobre su
comportamiento en animales hospedantes y enfermedades transmisibles son poco
estudiadas.
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2.8.4 Ciclo de vida de A. mixtum

& e
. , \ . & Adulta repleta

5 Adultos hembra y macho
4 Minfa repleta

ﬁ{

) fo'r |
DL
.2 Larva repleta

Segundo hospedador N

L 3

3 Minfa

Tercer hospedador

/)
,—;“ 7 Oviposicidn
il

| 1larva

Primer hospedador

Figura 7. Ciclo de vida de Amblyomma mixtum. Imagen tomada de Almazan et
al., 2016.

Luego de la oviposicién de los huevos y la muerte de la hembra los huevos eclosionan a larvas que
requieren alimentarse, anclandose a un primer hospedante para su replecién. Luego de la replecion,
que toma de 4 a 6 dias, las larvas caen al suelo para mudar a ninfas (lo cual toma un periodo de 21 a
30 dias). Las ninfas después buscan un segundo hospedero para alimentarse y poder mudar a su
estadio adulto (Lo cual toma entre 28 y 30 dias). Finalmente se da la replecién de los adultos (de 7 a
12 dias) y caen al suelo para llevar a cabo la oviposicion (25 a 29 dias). La incubacion de los huevos
se lleva a cabo en el suelo durante 8 a 12 dias para finalizar con la eclosion de larvas. En
condiciones ambientales adecuadas y disponibilidad de hospedantes, el ciclo biolégico completo se
desarrolla en 133 a 193 dias.

2. 9. Sistemas de reproduccion y su importancia.

En las garrapatas, todas las etapas de desarrollo (excepto el huevo) son
hematdéfagas, y alimentarse de sangre cuando se unen a sus huéspedes
vertebrados es esencial para completar con éxito su ciclo de vida (Almazan et al.,
2018).

Para llevar a cabo cualquier tipo de investigacion sobre estos ectoparasitos de
importancia econdmica y salud publica se requiere, como en cualquier disefio
experimental, la formulacion de hipoétesis estadisticas (Kirk, 1972), que puedan ser
refutadas o aceptadas a través de los datos de experimentacién obtenidos.
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Para la obtencion de estos datos son necesarias diversas réplicas, tratamientos y/o
hipétesis, siendo necesario contar con varios ejemplares, por lo que la disposicion
de estos parasitos en sus diferentes estadios es fundamental para obtener
resultados significativos (Bunge, 1970).

2.9.1 Métodos de captura

Para la obtencion de ejemplares existen varios métodos respecto a los sistemas de
recoleccion y/o reproduccion de garrapatas. Los métodos de captura o colecta de
garrapatas se emplean muchas veces con el proposito de realizar estudios de
incidencia o vigilancia epidemioldgica, asi como también para medir estacionalidad
o abundancia relativa (Aguilar-Dominguez, 2018; Molina-Garza & Galaviz-Silva,
2019).

Estos métodos suelen clasificarse en 3 grupos (Tae Chong et al., 2013;
Aguilar-Dominguez, 2018):

a) Métodos de captura pasivos o por contacto directo: Son métodos con el
objetivo de recolectar garrapatas sin repletar, buscando a los ejemplares que se
encuentran en la superficie, al acecho de su siguiente hospedador.

Se considera que estos métodos tienen una eficiencia de captura del 8 % de la
poblacién de garrapatas presentes en el area de muestreo (Sonenshine, 1998). Sus
ventajas estan representadas por la simplicidad del método y la posibilidad de
calcular la abundancia de garrapatas por unidad de tiempo o superficie. Por otro
lado, como principal desventaja existe la dificultad en la captura de varios estadios
de garrapata (Aguilar-Dominguez, 2018).

b) Métodos de atraccién a distancia: Son dispositivos que atraen a los ejemplares,
el mas utilizado es la trampa de dioxido de carbono, la cual atrae a las garrapatas
que se encuentran a distancias de varios metros, desde 1 m para las ninfas hasta
3.5 m para los adultos (Gray, 1985b).

Sin embargo, no todas las especies o estadios de ciertas especies de garrapatas
responden activamente al estimulo del dioxido de carbono, ademas existen
dificultades de tipo logistico (fabricacién de las trampas, transporte hasta el lugar de
muestreo o disponibilidad de la nieve carbdnica) que conlleva su uso
(Aguilar-Dominguez, 2018).

c) Métodos de recoleccion directa de hospederos fijadas en animales: Estos
meétodos consisten en desprender a las garrapatas del hospedero, luego de realizar
un previo analisis visual y palpatorio manual, que determinara el tamafio y
porcentaje de ingurgitacidon de las teoléginas (hembras repletas) (Rodriguez et al.,
2021).

2.9.2 Métodos de alimentacion y colecta

Se han desarrollado capsulas de alimentacién in vitro en conejos y ratones
(Almazan et al., 2018, Nuss et al., 2017) y a pesar de los buenos resultados de
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estos métodos, el numero de obtencion de garrapatas sigue siendo muy limitado
debido al tamafio del animal hospedero, puesto que se requiere de muchas mas
réplicas para obtener grandes cantidades de garrapatas.

Por otro lado, buscando el sustituir a los animales para experimentacién, se han
desarrollado algunos protocolos y métodos para la alimentacién in vitro con sangre
artificial para las garrapatas (Krober et al., 2007; Bonnet & Liu, 2012), sin embargo,
estos métodos presentan problemas para poder desarrollar todos sus estadios,
debido a las limitantes fisiologicas de los ambientes controlados, reduciendo
significativamente el numero de ejemplares recuperados y que se mantienen
viables.

lll. Justificacion

Existen reportes de la coexistencia de A. mixtum con R. microplus (Boophilus
microplus) (Cardenas, 2021), y considerando que la mayoria de las investigaciones
en erradicacion de ectoparasitos se enfocan en la segunda especie, como se
observa en el “Acuerdo por el que se establece la Campafia Nacional para el control
de la garrapata Boophilus spp.” (DOF, 1994), se deja un nicho abierto a A. mixtum
como parasito principal y potencial vector de enfermedades debido a su capacidad
multi hospedera: parasita rumiantes (bovino, cabras, borregos), équidos, animales
de compania (perros) y fauna silvestre (cocodrilos, pecaris, tortugas, venado cola
blanca y el ciervo comun) (Rodriguez-Vivas et al., 2016; Bravo-Ramos et al., 2022).
Razén por la cual, la investigacion de esta especie resulta de vital importancia en la
busqueda de su control y erradicacion de sus enfermedades transmisoras. Por otro
lado, el establecimiento de colonias de garrapatas en el laboratorio es fundamental
en la investigacion, puesto que es gracias a ello que podemos tener una correcta
identificacion de la especie y su ciclo evolutivo, poder comparar la diferencia entre el
comportamiento en campo y en laboratorio e identificar a través del aislamiento, la
transmision de microorganismos; ademas de ser una herramienta indispensable
para conservar lineas susceptibles a diferentes acaricidas con fines experimentales
(Lépez V G, s.f.). Por lo que una metodologia eficiente para aislar y mantener
colonias de garrapatas facilita las investigaciones concurrentes sobre estos
ectoparasitos.

Una de las especies de ganado mas susceptibles a las garrapatas es Bos faurus
taurus (Pipper et al., 2009), debido a sus diferencias genéticas con la raza Bos
indicus, por lo que proponemos el uso de este modelo animal para poder recuperar
la mayor cantidad de garrapatas con el uso de menor numero de animales para la
infestacion.

IV. Objetivo

Desarrollar un protocolo de incubacion y recoleccién de garrapatas basado en una
capsula como método de contencidn para completar el ciclo de vida de la garrapata
multi hospedera Amblyomma mixtum, en un modelo bovino, con el fin de aumentar
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la eficiencia de recoleccion de garrapatas y el posterior mantenimiento de estos
parasitos en condiciones de laboratorio.

Objetivos especificos.

1. Lograr completar todas las fases de desarrollo del ciclo reproductivo de A.
mixtum en el animal hospedante (Bos taurus taurus).

2. Reportar porcentajes de recuperacion y eclosion de A. mixtum en todas sus
fases de desarrollo.

V. Hipétesis

Hipotesis: El método de capsula de contencidn nos permite completar el desarrollo
del ciclo de vida de A. mixtum en un modelo bovino.

VI. Consideraciones bioéticas

Se ha demostrado que los bovinos resistentes a infestaciones muestran una
neutralizacion por parte de sus anticuerpos hacia las proteinas salivales de las
garrapatas involucradas en el parasitismo, lo cual les resulta esencial para controlar
dichas infestaciones (Garcia et al., 2017). Lo anterior es motivo de que el desarrollo
de ciertas vacunas o investigaciones inmunolégicas requieran de garrapatas que se
alimenten y completen su ciclo de vida en el hospedero de interés, por lo que la
colecta de un mayor numero de garrapatas en una sola infestacion en el hospedero
objetivo y con un éptimo almacenamiento facilita las investigaciones concurrentes
sobre estos parasitos especificamente en la especie en la que se quiere erradicar el
problema.

El uso del yugo y la inmovilizacion son estrictamente necesarios para esta
investigacion, debido a que el objetivo del proyecto es aumentar la eficiencia de
recoleccion de garrapatas con un método favorable para un elevado numero de
recuperacion de ejemplares con el menor requerimiento de hospederos. Debido a lo
anterior, el posicionamiento de los parches en el lomo del animal fue necesario,
puesto que es la zona con mayor espacio y accesibilidad. Si suspendiesemos la
inmovilizacion, el animal buscaria la forma de rascarse la zona de inoculacién, de
forma que arrancaria el parche y tendriamos una pérdida de los ejemplares, por lo
que el objetivo del proyecto no podria cumplirse.

La bioseguridad animal incluye todas las medidas adoptadas para identificar,
contener, prevenir y erradicar infecciones conocidas o desconocidas que pueden
causar enfermedad o alterar las respuestas fisioldgicas y conductuales o de otro
modo hacer los animales inadecuados para la investigacion (“GUIDE FOR THE
CARE AND USE OF LABORATORY ANIMALS, 2011).En nuestro caso, al realizar la
incubacién de ectoparasitos, debimos seguir los lineamientos especificados para
limitar la exposicion de los animales a los agentes de enfermedades infecciosas, lo
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cual requiere la consideracién del lugar donde se aislara al animal y las practicas
operativas. El uso de las capsulas y la inmovilizacion para evitar su desprendimiento
nos ayudo a asegurar este lineamiento.

Los animales permanecieron inmovilizados unicamente durante el periodo de
alimentacion de las garrapatas, marcado en amarillo en el “cronograma de
infestacion” (ANEXO 1). La primera y segunda etapa de inmovilizacion dur6 6 dias
para que la mayor cantidad de garrapatas ingurgitadas cayeran en el parche.
Durante este periodo el animal tuvo agua ilimitada y comida diaria. El animal fue
alojado en la nave experimental de Infectdbmica Animal (NINFA), donde se
disminuyeron los cambios de temperatura ambiental en busca de disminuir el estrés.
Posteriormente fue trasladado a un corral de descanso (sin ningun tipo de
inmovilizacién) hasta el siguiente periodo de infestacion (ANEXO 1).

La tercera y ultima infestacién necesitdo 12 dias de inmovilizacion del animal, puesto
que es el periodo que requiere la replecion de A. mixtum en estado adulto para
llevar a cabo la oviposicion. De igual forma, al finalizar la recoleccién de los parches
el animal fue llevado a un corral de descanso y recibié dos banos de garrapaticidas
para proceder a su reintegracion a los corrales comunitarios.

Las zonas de contencién se planearon con el objetivo de satisfacer todas las
necesidades del animal en un entorno limpio y comodo, proporcionando a los
animales un monitoreo diario por el veterinario encargado. No estuvieron
completamente inmovilizados, tenian la posibilidad de echarse y acostarse, el yugo
s6lo impidié que el animal arranque el parche

Debido al espacio de la NINFA con la que cuenta las instalaciones de la Universidad
auténoma de Querétaro (UAQ), y donde se llevd a cabo la infestacion, es dificil
afnadir infraestructura mas alla de la sefialada anteriormente, sin embargo, para
disminuir la incomodidad y estrés, los animales en esta etapa, fueron paseados por
los alrededores de la NINFA con acompaniamiento 3 veces a la semana, durante un
periodo de 1 hora.

6.1. Justificacion del método de inmovilizacién.

Se realizé la investigacion de la normatividad requerida para la técnica de
inmovilizacién que pretendemos usar, encontrando “GUIDE FOR THE CARE AND
USE OF LABORATORY ANIMALS Eighth Edition.”, la cual es una guia de
reglamentacion internacional que pretende establecer normas éticas durante el uso
de animales para investigacion. Esta documentacion abarca las pautas desde la
eleccion del tipo de animal que fue utilizado, las politicas, responsabilidades y
recomendaciones del espacio requerido para la estancia del animal vy
procedimientos, el acondicionamiento necesario segun la especie y las
reglamentaciones segun el tipo de procedimiento que sera aplicado al animal.
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En el apartado 4: BIOSEGURIDAD DEL ANIMAL, se menciona: “Los puntales en
forma de yugo para los animales de granja, deben usarse cuando sean compatibles
con los objetivos del protocolo”, lo cual esta justificado para el objetivo de nuestra
investigacion.

En la seccién “Species-Specific References—Environment, Housing, and
Management” se referencian guias de buena praxi especificamente para ganado
vacuno, donde se mencionan las necesidades fisicas para evitar el estrés en el
animal de estudio y se hace énfasis en las consideraciones a tomar en cuenta si los
objetivos de la investigacion requieren ataduras “estas deben ser lo suficientemente
largas para permitir que el animal sea capaz de ponerse de pie y acostarse de
manera coémoda, defecar lejos del espacio de contencién, y atender otras
necesidades fisiolégicas”. (Reinhardt & Reinhardt, 2002).

En caso de haberse observado lesiones o enfermedades asociadas con la
restriccion de movimiento establecimos en el protocolo el brindar atenciéon médico
veterinaria, por lo que el médico veterinario se encargé de monitorear al animal
diariamente, reportando su estado en el checklist realizado (ANEXO 3). La
presencia de lesiones, enfermedades o cambios de conducta severos a menudo
necesitan la remocién, temporal o permanente, del animal de la restriccion.

Se considerd que si los animales llegasen a presentar signos medios o severos de
estrés o lesiones durante el procedimiento o monitoreo, el médico determinaria las
acciones a llevar a cabo en cuestiones fisicas y se procederia al retiro de la capsula,
el bafio con garrapaticida y su reintegracién a los corrales comunes, descartando al
ejemplar como sujeto de investigacion.

VII. Metodologia

7.1 Aprobacion por el Comité de Bioética de los experimentos y
procedimientos realizados

Durante el desarrollo de la presente tesis fueron previamente revisados y aprobados
por el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad
Autébnoma de Querétaro, otorgando al proyecto el numero de aprobacion:
050FCN2023.

NOTA: Los bovinos de este estudio se mantuvieron en un corral de confinamiento (NINFA)
durante el tiempo sefalado en los cronogramas de infestaciéon (Tres periodos de una y dos
semanas). Ver el ANEXO 1.

Trabajamos con dos bovinos de raza Bos taurus taurus de 6 meses, los cuales se
colocaron en una jaula limitando el movimiento de la cabeza a su cuarto caudal,
para evitar que el animal separara la capsula (Figura 8).
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Figura 8. Bovino usado para infestacion ubicado en la ninfa con el yugo
puesto. Fotografia original.

Como se puede observar el animal mantiene la capacidad de movimiento y el espacio le permite

acostarse y levantarse, simplemente impide que su cabeza alcance a lamer las zonas donde
colocaremos los parches.

1. Preparacion de las capsulas

1.1.  Cortamos los botes de plastico a una altura de 4 cm considerando la tapa
(Figura 9.1)

1.2.  Formamos un tubo de tela de algodén del tamafio de la circunferencia del
bote plastico (Figura 9.2).

1.3. Se pego de al menos 2 cm evitando dejar espacios sin pegamento, para
evitar la salida de las garrapatas. Es necesario dejar libres con una
circunferencia de al menos 5 cm de tela de algodon libre para adherirse al
cuerpo del bovino (Figura 9.4a, b, c).
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Figura 9. Preparacion de capsula

Figura 9.1

]

Figura 9.2

Figura 9.3 Figura 9.4

Figura 9. Preparacion de capsula. Imagen original.

NOTA: Para permitir la transpiraciéon y que las garrapatas no se vean afectadas por el exceso
de humedad, es recomendable perforar la tapa dejando la circunferencia, y cubrir el agujero
pegando tela de red. Sin embargo, en caso de estar en la estaciéon seca en un clima con poca
humedad, puede ser deseable la humedad que acumule formando un microclima con
condiciones favorables (Figura 9.3).

NOTA 2: Se colocaron 2 capsulas en cada uno de los bovinos.

2. Preparacién del bovino para la infestacion

2.1. Rasuramos el area donde se colocé la capsula utilizando una navaja de 1.5
mm (Figura 10)

Figura 10. Rasurado con navaja de 1.5 mm. Fotografia original.
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2.2. Rasuramos la circunferencia donde se pegara la tela de la capsula utilizando
una navaja de 2 mm (Figura 11), o en su defecto con navaja de afeitar. Esto para
asegurar que la tela se adhiere directamente a la piel.

NOTA: Para facilitar esto, primero se presenta la capsula en el punto donde se va a adheriry
se traza de manera imaginaria la circunferencia.

Figura 11. Rasurado con navaja de 11 mm. Fotografia original.

2.3. Se coloco una capa de pegamento de latex no toxico en la circunferencia de la

tela de la capsula y en la circunferencia de la piel que se rasur6 en el paso anterior y
esperamos de 45 a 60 segundos.(Figura 12)

Figura 12. Colocacion del pegamento de latex en la circunferencia de la tela de
la capsula que sera pegada al animal. Fotografia original.
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2.4. Adherimos la capsula a la piel haciendo presion uniforme durante 180 s y
evitando que se formen pliegues o espacios sin adherirse de modo que quede
completamente sellado y evitar asi el escape de las garrapatas, principalmente las
larvas (Figura 13y 13.1).

NOTA: Si se identifican regiones que no se han adherido, con ayuda de una espatula, se
coloca pegamento y se vuelve a presionar durante 180 s hasta asegurarse que no hay ningin
espacio entre la tela de algodon y la piel del huésped.

Figura 13. Colocacién del parche.
Fotografia original.

Figura 13.1 Capsula perfectamente
pegada. Fotografia original.

2.5. Agregamos una capa extra de pegamento de latex no toxico para formar un
recubrimiento adicional y sellar de manera efectiva el borde de la capsula. Este paso
puede repetirse durante todo el proceso de infestacion en caso de que el parche
comience a separarse (Figura 14).

r—-

Figura 14. Parches con capa extra de pegamento para asegurar que no se
separe. Fotografia original.

51



2.6 Llenamos el formato “Diagrama de colocacion de capsula”, contenido en el
ANEXO 2, por cada bovino utilizado en el proyecto con el fin de identificar y registrar
el area donde seran colocadas las capsulas.

3. Infestacion con garrapatas

3.1 Las garrapatas se colocaron en una jeringa sin punta cubierta por un algodon. El
tamano de la jeringa se definidé segun el estadio, si se trataba de larvas, ninfas (3 ml)
0 adultos (10 ml). Inicialmente partimos con 0.5 g de larvas de A. mixtum por jeringa,
colocando un total de 2 g por parche en cada bovino (Figura 15).

Figura 15. Dosis de larvas para un parche. Fotografia original.

Inicialmente pesamos 0.5 g de huevos en cada jeringa y se dejaron eclosionar a su
estado de larva para posteriormente inocularse 4 de estas dosis por parche en cada
bovino. En total se colocaron 4 g de larvas por animal (2 g por parche) durante la
infestacion. Teniendo como referencia que en 1g de huevos de Amblyomma
cajennense hay 16.000 huevos (Meléndez et al., 2014), entonces colocamos un
estimado de 32,000 huevos por animal y un total de 64,000 fueron usados para el
experimento.
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Figura 15.1. Vista en microscopio de larvas recién eclosionadas de A. mixtum.
Fotografia original.

Figura 15.2. Jeringa con larvas repletas de A. mixtum. Fotografia original.
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Figura 15.3 Jeringa con ninfas repletas de A. mixtum. Fotografia original.
Podemos observar en la imagen que algunas ya estan mudando a su estadio adulto.

Figura 15.5. Jeringa con ejemplares adultos de A. mixtum. Fotografia original.
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Figura 15.6. Vista a microscopio de un ejemplar macho adulto de A. mixtum.
Fotografia original.

Figura 15.7. Hembras adultas de A. mixtum luego de la oviposicién. Fotografia
original.
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3.2 Empujamos el émbolo al interior de la capsula asegurandonos que ninguna
garrapata quede en la jeringa o sea depositada fuera de la capsula, el empuje debe
ser lento y gentil para no lesionar a las garrapatas, se colocan de arriba hacia abajo,
esparciéndolas por toda la superficie (Figura 16).

Figura 16. Empuje del émbolo sobre la superficie de la capsula. Fotografia
original.

NOTA: En caso de que la cantidad de garrapatas sea poca se pueden depositar
individualmente con ayuda de pinzas.

3.3 Cierre la capsula asegurandose que quede completamente sellada (Figura 17).

Figura 17. Parche completamente sellado y listo para la replecion de las
garrapatas.
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4. Monitoreo y recoleccién de garrapatas

4.1. Verificar diariamente que la capsula esté completamente pegada, si se observa
que algun sitio se esta desprendiendo coloque con ayuda de una espatula mas
pegamento de latex en la zona y haga presién durante 180 s.

4.2 Monitorear diariamente las condiciones del area de contencion, asi como las
condiciones fisicas, conductuales y neurolégicas del animal a través del ANEXO 3
“Checklist de condiciones del animal” con el propdsito de detectar cualquier indicio
de estrés o anomalia para garantizar las condiciones Optimas de seguridad y
bienestar animal.

4.3 Destape la capsula y recolecta las garrapatas que se han repletado, cuidando
siempre que las garrapatas que aun no se han adherido no se salgan de la capsula.

NOTA 1: Si se requieren garrapatas semi repletas tomarlas de manera gentil con
pinzas o desprendiéndolas suavemente para evitar lesionar las piezas bucales.

NOTA 2: Si es necesario vuelva a tapar la capsula para que el resto de las garrapatas
completen la replecion.

5. Recuperacion del bovino

5.1 Una vez que se ha terminado con la recoleccidn de las garrapatas se aplican, en
dias consecutivos, dos bafios garrapaticidas para asegurarse que ninguna garrapata
permanezca en el bovino.

5.2 Se toma la capsula por las esquinas y se desprende de manera gentil. En caso
de que la capsula aun esté firmemente adherida, esperar hasta que el pegamento
comience a desprenderse.

5.3 Una vez que se haya despegado la capsula y no haya evidencia de garrapatas
en el bovino, se retira del aislamiento y es regresado a los corrales comunes. Es
necesario observar la piel del bovino en busca de lesiones o reacciones anormales
al adhesivo o a la infestacion, cualquier situacion anormal debe ser tratada por el
médico encargado.

NOTA: Los animales tienden a presentar resistencia a las infestaciones de garrapatas, esto
aumenta con infestaciones subsecuentes, no es recomendable utilizar animales que han
presentado dicha resistencia.

NOTA 2: Los animales seran trasladados a un corral de descanso hasta la siguiente
infestacion con la fase consecutiva de A. mixtum hasta completar su ciclo, como se indica en
el anexo “Cronograma por infestacion”.

6. Mantenimiento de las garrapatas en condiciones de laboratorio.

6.1 Lavado con benzal al 10%. Las garrapatas recolectadas luego de la infestacion
seran sometidas a un lavado donde se colocaran en un recipiente con cloruro de
benzalconio al 10% durante 180 s. Esto para retirar la suciedad del bovino y evitar el
crecimiento de hongos que puedan afectar su viabilidad durante la incubacion y
mantenimiento en laboratorio.
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Figura 18. Garrapatas recolectadas en estado de larva repleta sometidas a un
lavado con benzal al 10 %.

1. Posteriormente seran secadas con toallas de papel para evitar que se
acumule humedad durante la incubacion.

[
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Figura 19. Larvas repletas de A. mixtum durante el proceso de secado.

Los ejemplares son esparcidos en una toalla de papel y presionadas
gentilmente hasta eliminar el exceso de agua.

2. Finalmente, las garrapatas seran colocadas en jeringas (el tamafio de estas
dependera del estadio en el que se encuentren) y llevadas a la incubadora
que se debe mantener en 28 °C y una humedad relativa de 80%, con
periodos de 12 hrs de luz.
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Figura 20. Jeringas con larvas repletas y listas para su incubacién.

NOTA: Las garrapatas permaneceran en incubacion durante el periodo de muda o en su
defecto el tiempo necesario hasta la siguiente infestacion.

El garrapaticida que usamos es asuntol en forma de aspersion. El asuntol pertenece
al grupo de pesticidas a base de ésteres del acido fosférico. Es un garrapaticida
efectivo que reune multiples cualidades que lo han situado como lider en la familia
de los organofosforados.

La perfecta tolerancia de Asuntol permite banar sin peligro alguno a todas las
especies de ganado en cualquier edad, incluso los becerros y hembras prefiadas.
Asuntol aplicado a la concentracion recomendada y a pesar de quedar fijo en la piel
y el pelo, practicamente no penetra en el cuerpo como ocurre frecuentemente con
otros productos en forma de emulsiones o soluciones. Como no es absorbido a
través de la piel, tampoco es eliminado por la leche y otros 6rganos, por lo que es
un producto ideal para el ganado lechero. No hay peligro alguno de comprometer la
salud del hombre al consumir la leche o carne de vacas tratadas, incluso el mismo
dia que son bafadas (SENASICA, 2019).

Es un producto muy seguro pues se ha comprobado que concentraciones aun 15
veces mayores (3,000 ppm) que las recomendadas son bien toleradas.
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VIIl. Resultados

Se logré completar todas las fases del ciclo de A. mixtum en un solo hospedero.

8.1 Primera colecta: larvas repletas

De los 64,000 huevos que fueron incubados hasta su eclosion, se recolectaron 9612
larvas repletas. Es decir, obtuvimos una recuperacion del 15.018%.

Durante la fase de eclosion ambos parches mostraron resultados similares en
cuestién a la recuperacion de larvas repletas.

Tabla 3. Resultados de la colecta.

Dia Parche Vaca Numero
Dia 1 1 1 95
Dia 1 2 1 116
Dia 1 3 2 11
Dia 1 4 2 90
Dia 2 1 1 965
Dia 2 2 1 952
Dia 2 3 2 836
Dia 2 4 2 635
Dia 3 1 1 621
Dia 3 2 1 513
Dia 3 3 2 522
Dia 3 4 2 232
Dia 4 1 1 857
Dia 4 2 1 1001
Dia 4 3 2 782
Dia 4 4 2 488
Dia 5 1 1 172
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Dia 5 130

Dia 5 210

Dia 5 284
TOTAL 9612

8.2 Segunda colecta: ninfas repletas

Luego de la colecta de larvas repletas estas fueron llevadas a incubacién durante 30
dias (ANEXO 1. Cronograma de infestacion) hasta finalizar su muda a ninfas sin

repletar.
Las ninfas que completaron su muda y resultaron viables fueron 9443, que fueron

colocadas en jeringas y fueron repartidas en los 4 parches de la siguiente manera:

VACA 1 VACA 2

Parche 1 2276 Parche 3 2500
Parche 2 2232 Parche 4 2435
TOTAL 4508 TOTAL 4935

Tabla 4. Numero de ninfas sin repletar colocadas durante la segunda
infestacion.

Al iniciar la colecta de ninfas repletas, nos dimos cuenta de que en la vaca numero 2
muy pocas garrapatas se lograron pegar al hospedante y dentro del parche se formd
una costra, como aparece en las Figuras 21 y 22.
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Figura 21. Parche 3 perteneciente a la vaca 2.

Como podemos observar esta practicamente vacio puesto que una muy pequena
cantidad de ninfas lograron adherirse y alimentarse, ademas el pelo de esta zona se
endurecio y se formo esta pequefia costra.

Figura 22. Parche 4 perteneciente a la vaca #2.

Observamos una muy pequefa cantidad de ninfas adheridas al animal, la mayoria
de ellas no completaron su replecion a pesar de haber esperado un par de dias mas
para finalizar la colecta en la segunda vaca, ademas el pelo de esta zona se
endurecié. ElI numero de ninfas repletas colectadas de esta vaca fue de 300
ejemplares.

Por las razones anteriores se descartaron los datos de la vaca 2 y solamente nos
quedamos con los datos de la vaca 1 para el analisis de resultados del ciclo
completo.
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El nimero de ninfas repletas obtenido de la vaca 1 fue de: 3187 de las 4508 ninfas
colocadas, es decir un porcentaje de recuperacién del 70.69 %, considerando el
100% al numero de ninfas colocadas.

8.3 Tercera colecta: Adultos de A. mixtum

Luego de la colecta de ninfas repletas, estas fueron llevadas a incubacion durante
28 dias (ANEXO 1. Cronograma de infestacion) hasta finalizar su muda al estadio
adulto.

Los animales no tuvieron afectacién en la piel, ni mostraron complicaciones de salud
al finalizar el ciclo de infestaciones. Al finalizar la muda obtuvimos 2795 ejemplares
adultos de Amblyoma mixtum, los cuales lograron completar todas sus fases de
desarrollo en un solo hospedante en un periodo de 20 semanas, de estos 1485 eran
hembras y 1310 fueron machos, como se muestra en la grafica 1.

Es decir que obtuvimos un porcentaje de recuperacion del 87.7% durante esta fase,
considerando a los ejemplares colocados al inicio de la tercera infestacion como
nuestro 100%.

Ejemplares recuperados por sexo
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Grafica 1. Ejemplares de A. mixtum separados por sexo, que lograron
completar todas sus fases de desarrollo en un mismo hospedante (vaca 1).
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ESTADIO COLOCADAS RECUPERADAS | % DE RECUPERACION
LARVAS 64,000 (huevos) 9612 (larvas) 15.018
NINFAS 4508 3187 70.69

ADULTOS 3187 2795 87.7

Tabla 5. Resumen de resultados.

En la Tabla 5 y en la grafica 2 mostramos el resumen de los resultados de colecta por estadio
obtenidos durante este proyecto. En esta Tabla consideramos los ejemplares obtenidos en la fase
anterior (en el caso de ninfas y adultos) como nuestro 100%. Descartamos a nuestra vaca 2 debido al
problema presentado de resistencia a la infestacion asi que para reportar el nimero de ninfas
colocadas y recuperadas solamente consideramos a nuestra vaca 1.

ESTADIO COLOCADAS RECUPERADAS % DE
RECUPERACION
LARVAS 64,000 (huevos) 9612 15.018
NINFAS 9443 3987 6.229
ADULTOS 3987 2915 4.55

Tabla 6. Resumen de resultados.

Esta tabla representa el porcentaje de recuperacion considerando a los huevos colocados
inicialmente como nuestro 100%, sin excluir los datos obtenidos de nuestra vaca 1y el problema de
resistencia que se presentd dentro del parche.
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Porcentaje de recuperacion por estadio
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Grafica 2. Resumen de los resultados de colecta obtenidos.

Esta gréfica representa los resultados de la Tabla 5.

IX. Discusion de resultados

9.1 Resultados de la primer colecta: larvas repletas

Con los datos obtenidos de la primera colecta (Tabla 3) realizamos un andlisis de
varianza en R studio.

En primer lugar, se generaron los diagramas “Box-plot” para identificar posibles
diferencias significativas, asimetrias, valores atipicos y homogeneidad de varianza
entre los distintos niveles.
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Boxplot de los 4 parches
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Figura 23. Boxplot que muestra la distribucidon de los datos de colecta de
larvas repletas separado por parche.

El parche 1 y 2 pertenecen a la vaca identificada con el numero 1 (4508 ejemplares
colectados), mientras que el 3 y 4 pertenecen a la vaca 2 (4935 ejemplares
colectados).
Para que nuestro analisis sea significativo, las varianzas entre nuestros grupos
(parches) debe ser minima o poco significativa puesto que eso prueba la efectividad
del método, por lo tanto, realizamos una ANOVA de una via.
La hipétesis nula de nuestra ANOVA fue que no hay diferencia significativa entre
nuestros grupos (parches). Para ponerla a prueba realizamos el test de Bartlett, el
cual prueba la homogeneidad de varianza por grupos, tanto por parche como por
vaca.
En ambos casos obtenemos p>0.05, donde el valor de p analizado por parche fue
de 0.6292 y el valor de p por vaca fue de 0.3079 es decir, no encontramos
problemas de heterocedasticidad (falta de homogeneidad de varianza), a pesar de
que el valor de p es menor cuando se analiza por vaca, no es significativo.
Luego realizamos una ANOVA de una via para probar nuestra hipotesis, como
nuestra HO es que no habra diferencias entre los resultados de los grupos que se
pondran a prueba (Parche y vaca) si el valor de p>0.5 aceptamos este supuesto.
e Valor de p comparando los resultados obtenidos de colecta por parche: 0.789
e Valor de p comparando los resultados obtenidos de colecta por vaca: 0.422
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Nuestro valor de p fue mayor a 0.05 en ambos casos, por lo que concluimos que el
método funciona de igual manera en ambos animales al no existir una
varianza significativa ni entre animales ni en el factor de metodologia.

Boxplot separado por dia de colecta y vaca
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Figura 24. Boxplot que muestra la distribucion de los datos de colecta de
larvas repletas categorizadas por el dia de colecta y la vaca a la que
pertenecen esos datos.

Podemos observar que la recuperacion del numero de larvas repletas colectadas es
proporcional para cada vaca, es decir, en el dia 1 obtuvimos pocos ejemplares
mientras que la mayoria de las larvas fue colectada en el tercer y cuarto dia, sin
embargo, notamos una diferencia significativa entre el numero de larvas repletas
colectadas en la vaca 1 vs las colectadas en la vaca 2.

Debido al incidente con nuestra vaca 2, perdimos los valores para poder realizar un
analisis comparativo en los resultados de colecta de las siguientes infestaciones y
estadios.

9.2 Resultados de la segunda colecta: ninfas repletas

Durante la segunda colecta nos dimos cuenta de que uno de los animales utilizados
como hospedantes presentd resistencia a la infestacién, pues la mayoria de las
ninfas que fueron depositadas en la capsula para su replecién no lograron adherirse
y murieron (Figura 21 y 22). La razén de este comportamiento se debid
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probablemente a que este animal ya habia sido infestado previamente con R.
microplus, sin embargo, nuestro equipo no fue notificado hasta después del
incidente.

El comportamiento del animal puede explicarse debido a que la exposicion del
hospedante a sustancias externas (antigenos) originadas de los artrépodos
(generalmente ectoparasitos) provoca una respuesta que en muchos casos es de
tipo inmunoldgica (Bautista-Garfias, 1987). Las manifestaciones de esta respuesta
pueden ser de tipo humoral o celular o ambas. En general los antigenos que
permanecen en la piel (como es el caso de la mayoria de los ectoparasitos), tienden
a inducir respuestas de tipo celular, entre las que sobresalen reacciones de
hipersensibilidad cutanea basofilica (HCB) o de Jones-Mote.

Se ha demostrado que los receptores de suero de animales resistentes desarrollan
una respuesta de hipersensibilidad cutanea basdfila en los sitios de alimentacion de
las garrapatas (Brow & Askenase, 1981), por lo que la reaccion reportada en las
Figuras 21 y 22 podria deberse a una respuesta inmunoldgica de este tipo, lo que
resulta interesante de este hallazgo, es que nuestro bovino no pertenecia a una raza
resistente naturalmente a infestaciones, ya que era Bos taurus, una raza susceptible
a garrapatas, y la infestacion anterior se habia realizado con otra especie de
garrapata (R. microplus), por lo que proponemos una resistencia inmunolégica a
ambas especies, sin embargo, proponemos el estudio de este hallazgo para futuras
investigaciones.

9.3 Comparacion de los resultados obtenidos con otros métodos de
infestacion.

La utilizacién de este método de colecta depende del objetivo de estudio que se
quiera realizar, ya que existen metodologias estandarizadas para la vigilancia
epidemioldgica y las pruebas de ixodicidas (NOM-006-Z0O0-1993), las cuales
requieren condiciones apegadas a los comportamientos de infestaciones naturales
para probar su eficacia, ademas de requerir especificamente una mayor cantidad de
hospedantes.

Sin embargo, las pruebas preliminares antes de llegar a las pruebas en campo,
incluyen bioensayos que requieren: 1) Identificacién del espécimen, 2) Conocimiento
del ciclo de vida del parasito, 3) Conocimiento del comportamiento e indice de
eclosion y recuperacion de ejemplares de colonias resistentes y susceptibles a
ixodicidas (NOM-006-Z00-1993).

Por lo que, para cumplir con estos requerimientos se necesitan bioensayos de
laboratorio eficientes que faciliten el mayor numero de ejemplares posibles
disminuyendo el tiempo y numero de infestaciones. Tradicionalmente el entorno
académico ha utilizado los métodos recomendados por la FAO y presentes en la
NOM-006-Z00-1993 para el control de aparicién de resistencia.

En las pruebas de laboratorio (Citamos seccion 7, NOM-006-ZOO-1993) se
establece:
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7.1.1. Inmersién de hembras repletas a la concentracion recomendada.

El objetivo de esta prueba es determinar el porcentaje de control que ofrece un
producto a la concentracidon comercial recomendada sobre garrapatas hembras
repletas Boophilus spp. y Amblyomma spp., bajo el siguiente procedimiento:

a) Seleccion del material biolégico. Se seleccionan las garrapatas hembras
eliminando aquellas demasiado pequefias o muy grandes, deformes o con claros
signos de estar dafiadas. Para cada producto a evaluar se necesitan lotes de 50
especimenes dividiéndolos en cinco grupos de 10 garrapatas cada uno y otros mas
como testigos. Las hembras ingurgitadas se pesan en una balanza analitica y se
colocan en cajas petri de 9.0 cm de didmetro con un papel filtro Whatman No. 1 en
el fondo, cada una de las cajas se identifica debidamente con los siguientes datos:
lote, grupo, cepa, producto utilizado, concentracion y fecha de tratamiento.

7.2. Pruebas en vivo.

7.2.1. Prueba de camaras para evaluacion de productos para tratamiento de
aspersion o inmersién.

El objetivo de esta prueba consiste en la evaluacion de un ixodicida al ser aplicado
en areas seleccionadas de un bovino infestado artificialmente previo al
tratamiento, de tal forma que al momento de administrar el producto sea posible
conocer su efectividad sobre los diversos estadios de desarrollo de las garrapatas.
Esta prueba fue adaptada de la propuesta realizada originalmente por Dowing y
cols., con el fin de realizar ensayos con productos quimicos en areas localizadas de
un bovino, en las cuales se practican infestaciones artificiales periédicamente,
previas al tratamiento. La prueba proporciona informacion util acerca de la
efectividad que alcanzan productos ixodicidas cuando son aplicados en bovinos o
sobre tales areas y en las cuales se encuentran presentes garrapatas en distintos
estadios de desarrollo parasito, incluyendo aquellas en fase de muda. Por otro lado,
la oportunidad de realizar seguimientos "in vitro" de los especimenes colectados
durante el periodo posterior al tratamiento, complementa y enriquece los resultados
de estas evaluaciones.

a) Seleccion del material biolégico.

Se utilizaran 6 bovinos de razas europeas con un peso de 200-300 kg, los cuales
seran mantenidos durante la ejecucion de la prueba en infestaderos especiales con
agua y alimento de alta calidad, proporcionada "ad libitum".

Garrapatas: La eleccion se realizara previa realizacion de la prueba. Las garrapatas
a utilizarse deberan ser de uno o varios géneros o cepas de una misma especie,
descritas en el inciso a) del punto 7.1.1. de esta Norma.

b) Preparacion de los animales.

Sobre el dorso y lomo de los animales, se seleccionaran de 4 a 6 partes que
ofrezcan las mejores condiciones para la prueba, trazandose sobre cada uno un
circulo de aproximadamente 20 cm de diametro; alrededor de los circulos se rasura
una franja de 4-5 cm de ancho, para facilitar el pegado de las mangas de tela. Las
mangas se confeccionan con tela de punto, la cual proporciona la elasticidad
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requerida en su manejo y evita el escape de larvas. Dichas mangas se adhieren
utilizando pegamento de contacto, un dia antes de iniciar las infestaciones, con el fin
de favorecer la volatilizacion de los solventes presentes en el adhesivo.

c) Sistema de infestaciones.

En el caso de Amblyomma, se aplica el procedimiento de infestaciones siguiente:
Una vez que se encuentran fijas las mangas, se colocan entre 100 y 120 machos de
la especie Amblyomma con la que se vaya a trabajar; 5 dias después se realiza la
primera infestacién con 40-50 hembras, la cual se repite en dos ocasiones mas, con
intervalo de 3 dias. Si ademas se desea probar el efecto de un producto sobre fases
inmaduras, se realizan infestaciones con ninfas y larvas, 3 y 2 dias antes de que se
aplique el tratamiento, colocando en cada ocasién 400 ninfas y 20 mg de larvas.

e) Seguimiento.

Una vez que los animales o las areas han sido tratados, se adhieren nuevas
mangas, iniciando asi el periodo de observaciones sobre el efecto de las garrapatas.
Diariamente se realizaran colectas de todos los especimenes que se desprendan,
registrandose y clasificandolos de acuerdo con sus caracteristicas y condiciones.
Las hembras repletas y semirrepletas que presenten signos vitales seran alojadas
en cajas de petri, colocandose en incubadora bajo condiciones ambientales 6ptimas,
con objeto de que continuen su ciclo biolégico. También es registrado el peso de la
oviposicion y el porcentaje de eclosidon alcanzado por estos especimenes

Como se describié anteriormente citando los incisos de la secciéon 7 que son
relevantes para este trabajo, LA NORMA OFICIAL MEXICANA
NOM-006-Z0O0-1993, REQUISITOS DE EFECTIVIDAD BIOLOGICA PARA LOS
IXODICIDAS DE USO EN BOVINOS Y METODO DE PRUEBA, contiene un
protocolo para infestaciones con garrapatas tanto en camaras como infestaciones
libres. Las camaras solicitadas en esta norma consisten en mangas confeccionadas
con tela de punto, adheridas con pegamento de contacto, sin embargo este método
resulta complejo al momento de la colecta de especimenes puesto que los
ejemplares se enredan en la tela, escapan o pueden ser aplastados durante su
traslado al laboratorio.

Los datos sobre el ciclo de vida de Rhipicephalus microplus se conocen muy bien,
tanto sus tasas de recuperacion por estadio como las condiciones mas adecuadas
para su supervivencia; Sin embargo, no es el mismo caso para A. mixtum. El
porcentaje de eclosidén bajo condiciones controladas de laboratorio en Rhipicephalus
microplus es alto, mayor al 80 %; sin embargo, este periodo en campo puede tener
una variacion en el tiempo en la que emergen las larvas, ya que va relacionado en
forma directa con las condiciones del medio ambiente. Condiciones de temperatura
del suelo por debajo de los 16°C pueden inhibir el periodo (Jonsson, 1997;
Rodriguez-Vivas et al., 2005)

En un articulo sobre el reporte del uso de camaras para fines experimentales
especificamente en el estadio larval (Martinez-Tinajero, 2016), se reporta el numero
de larvas obtenidas de Boophilus microplus en 2 bovinos, siendo 12299 larvas
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colocadas y 12175 las larvas recuperadas, lo que nos da un promedio de
recuperacion del 98.99% de recuperacion y un promedio de 6087 larvas obtenidas
por animal. Sin embargo, en este articulo no se menciona que porcentaje muda al
siguiente estadio o si todas las larvas recuperadas son viables.

Comparado con los datos obtenidos de Amblyomma mixtum en la literatura,
Rodriguez-Mallon y colaboradores (2022) reportaron un porcentaje promedio del
35% +- 24 de larvas de Amblyomma mixtum recuperadas de grupos experimentales
en conejos sin ahondar en la recuperacién de otros estadios. En 2003 Alvarez y
colaboradores reportaron una recuperacion de 175 ninfas de Amblyomma spp.
provenientes de bovinos, de las cuales el 75% lograron completar su muda a
adultos en condiciones de laboratorio.

Xl. Conclusiones

El objetivo de esta tesis fue desarrollar un protocolo de incubacién y recoleccion de
garrapatas basado en una capsula como método de contencion para completar el
ciclo de vida de la garrapata multi hospedera Amblyomma mixtum, en un modelo
bovino, con el fin de aumentar la eficiencia de recoleccién de garrapatas y el
posterior mantenimiento de estos parasitos en condiciones de laboratorio.

En este trabajo se presentaron los datos obtenidos bajo el desarrollo de este
protocolo, donde demostramos que nuestro método de recoleccion por capsula es
funcional, puesto que logramos completar el ciclo de vida de A. mixtum en un solo
hospedante, en un periodo de 20 semanas, aceptando asi nuestra hipotesis y
mostrando eficacia al obtener una recuperacion de 2,797 ejemplares adultos.

Es importante resaltar que los animales sometidos a este estudio no mostraron
afectaciones o dafos en la piel, ni ninguna secuela durante ni después de las
infestaciones.

Como se indicé anteriormente, el uso de este protocolo depende en gran medida del
propésito del proyecto para el que se quiera usar, sin embargo, los trabajos para
Amblyomma mixtum provenientes de bovinos y sus tasas de eclosion y
recuperacion no han sido reportados en la literatura, por lo que nuestros resultados
son los primeros en reportar estos datos sobre el ciclo de vida y tasa de
recuperacion de A. mixtum en bovinos bajo condiciones controladas.

Es necesario realizar mas réplicas para poder obtener un analisis estadistico
significativo que nos permita estandarizar los resultados de colecta, sin embargo, los
resultados aqui presentados cumplieron con el propdsito de la investigacion vy
aportaron nuevos datos que pueden ser usados en estudios en desarrollo y futuros
sobre A. mixtum.
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ANEXOS

ANEXO 1. Cronograma de infestacion
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ANEXO 2. Diagrama de colocacion de capsula

o

SYINSdY2 SV 3d NOIDISOd

:1od opedo|o)

:uoidelado el ap a|gesuodsay

-ONIAOE dl

ONIAOE YAVD YiVd VINSdVD 3d NOIDVOOT0D 3d YWVHOVIA

83



ANEXO 3. Checklist de condiciones del animal.

ADETECTAR ESTRES 5 ANIMALES DE EXPERIMENTACHMN

El siguiente monitoreo tiene como proposito detectar oualquier indicio de estrés o condicidn que pudiesen afrectar el bienestar de los animales utilizados
en este proyecto. Los formatos fueron basados en los lineamientos aprobados por la USDA {United States Department of Agriculture).

Este cheklist se aplicara diariamente durante el tiempo en que el bovino s& encuentre en la ninfa para gardntizar las condiciones dptimas de seguridad y
bienestar animal.

FECHA:

OBSERVACIONES

Temperatura: La temperatura optima de la ninfa debe encontrarse alrededor
de los 20°c, con un rango entre kos 10-25°C para evitar estrés térmico.

entilacion: La ninfa debe contener espacios que permitan el fiujo de aire
durante el verano y |3 psoibilidad de reducir al minimo las corrientes durante el
inviermo o condiciones de frio.

Humedad: El alojamienta debe tener un rango de humedad recomendada de
25 a 75%. Los niveles de 50 a 55% se consideran ideales. La zona de confort de
los animales se reduce tanto en altas como en bajas temperaturas bajo
Apindicionis 06 ot Tt

Luz: Se deben permitir horas equivalentes de luz y obscuridad.

Condiciones de cama: El ancho de las rejilias o los "slats” debe proporcionarles
un soporte adecuado y minimizar el riesgo de lesiones, ademads de permitit un
drenaje adecuado de las excretas.

Alimento y agua: El animal debe recibir agua ilimitada y comida diariamente.

Examinado por:
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Sisterna nervioso central D D D
Normal Anprmal No evaluado Ninguno D

Integumenta |piel, pelo) EI D [:l
Mormal Anormal Mo evaluado Mingunao I:I

Musculoesquelético |:| D |:|
Mormal Anormal No evaluado Ninguna |:|

Cardiovascular I:I |:|
Mormal Anormal No evaluado Minguno I:|

Sentidos {ojos, nariz, orejas, boca) |:|

Mormal Anormal No evaluado Ninguno D

Postura y movimiento I:| |:|
MNormal Anprmal Mo evaluzdo Ninguno D

Escala de jadeo I:| D |:| i:|
Mormal Anormal Mo evalusda Ninguna

Apariencia general (Postura y movimiento) D D |:| D
Mormal Anormal No evaluada Minguno

Membranas mucosas I:| D |:| D
Mormal Anormal No evaluado Ninguno

Gatrointestina! D D D D
Mormal Anormal Mo evaluadao Minguno

Genitourinaria D |:| |:| D
Mormal Anormal No evaluado Hinguno

Ortro sistema: D |:| |:| D

——

Mormal Anormal No evaluado Hinguno

Examinado por:

antario

Postura corporal/ pastura de la cabeza Marmal D Anarmat D I:I
Minguno

Compaortamiento frespuesta estimulo Marmal |:I Anormal D D
Minguno

Coordinacion Mormal |:I Anarmal D D
Minguna

Respuesta a amenaza Normal i:l Anormial D NA D D
Mingunao
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