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Estimado Doctor:

Como es conocido, Borrelia spp. constituye un grupo importante de patégenos
bacterianos transmitidos por garrapatas, a excepcion de Borrelia recurrentis que es
transmitida por piojos del cuerpo. Estos microorganismos son los causantes de
borreliosis o enfermedad de Lyme y fiebre recurrente.*

El complejo B. burgdorferi sensu lato es causante de la enfermedad de Lyme, y el
principal vector descrito lo constituyen las garrapatas duras del género Ixodes.?
Recientemente se ha reportado en México y Brasil la presencia de ADN de B.
burgdorferi sensu stricto,** una de las 19 genomaespecies del complejo, en
garrapatas Amblyomma cajennense, pero se desconoce si esta especie es capaz de
transmitir las borrelias a un nuevo hospedero. En Cuba, a partir de evidencias
serolégicas especificas de la infeccidon por este agente y teniendo en cuenta las
especies de ixddidos que prevalecen, asi como sus caracteristicas ecoldgicas y
antropofilicas, las garrapatas A. cajennense y Rhipicephalus sanguineus se
consideran vectores potenciales de las borrelias.®

Sobre la base de los hallazgos e hipotesis anteriormente mencionados se hace
necesario iniciar investigaciones para comprobar si otras especies diferentes de
Ixodes spp. son capaces de transmitir las borrelias. Ello requiere contar con un
método sencillo y eficaz que permita la infeccion artificial de ixédidos. Se han
reportado disimiles estrategias con estos fines, entre las que se incluyen el empleo
de cadmaras de alimentacién con membranas naturales o artificiales, la infusion por
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enema, la inoculacion hemocélica y la alimentacion por capilares. Esta ultima es la
que mas se ha utilizado para la infeccién de garrapatas del género Ixodes con B.
burgdorferi.®®

Con el propésito de disponer en el Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri" (IPK)
de un método de infeccidon artificial de ixédidos con borrelias, se realizé un ensayo
con 7 garrapatas R. microplus (cepa Cayo Coco), cultivadas en el Centro Nacional
de Parasitologia del Instituto de Medicina Veterinaria (CNP-IMV) de Cuba, por ser
esta la Unica especie cultivable en el pais actualmente. Se alimentaron a través de
microcapilares con un subcultivo de B. burgdorferi sensu stricto (B31) de 15 dias de
incubaciéon que conté con una elevada pureza y viabilidad. Para ello, se construy6
un cepo (Fig.) que consistié en un soporte de madera, en el que se colocé una
barra de plastilina con ranuras para fijar los microcapilares (cargados previamente
con el subcultivo de borrelias) y paralelamente una cinta adhesiva para inmovilizar
las garrapatas con la cara ventral hacia arriba.

Fig. Cepo con microcapilares para la alimentacion de garrapatas.

Los microcapilares se colocaron en el hipostoma de las garrapatas con ayuda de un
estereoscopio (ZEISS STEMI 2000-C, Alemania). Posteriormente se coloco el cepo
en una camara himeda bajo la incidencia directa de un bombillo incandescente
durante toda la noche. Al dia siguiente las garrapatas se recuperaron y se
mantuvieron a 4° C hasta su uso.

Para demostrar que las garrapatas se habian alimentado del subcultivo, y por
consiguiente la presencia de las borrelias en su interior, se realizé la extraccién de
acidos nucleicos a partir de estas garrapatas infectadas por el método de hidréoxido
de amonio y calor, segln protocolo modificado por Humair y otros.*°

La eficacia de la extraccidon de acidos nucleicos, asi como la ausencia de inhibidores
en los extractos se evalu6 por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR:
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polymerase chain reaction), a través de la amplificacion de un fragmento de 320 pb
del gen que codifica para la subunidad 16S del ARN mitocondrial de las garrapatas,
reportado por Halos y otros.' Ello permitié comprobar la presencia de ADN y
ausencia de inhibidores en los extractos de 6 garrapatas. A estos ultimos se les
aplicé una PCR para amplificar un fragmento de 394 pb del gen que codifica para la
subunidad 16S del ARN ribosomal de Borrelia spp., estandarizado por este grupo de
trabajo (resultados en fase de publicacién), lo que permitié demostrar la presencia
de ADN de Borrelia en 5 de los 6 extractos evaluables (83,3 %), lo cual confirma
que la alimentacion artificial fue posible al menos en 5 garrapatas.

Los resultados negativos pudieron estar dados por la presencia de inhibidores de la
enzima utilizada para la reaccion de amplificaciéon en la primera PCR, porque no se
realizé un procedimiento de purificacion de ADN; o por razones de sensibilidad
analitica en la segunda PCR o la no alimentacion de la garrapata en cuestion.

Aun cuando los resultados de esta investigacion son preliminares y se utilizé un
ndamero pequefio de ixédidos, estos corroboran la validez del método de infeccién
utilizado y son comparables con los reportados por otros autores. Por ejemplo,
Gern y otros observaron una prevalencia de infeccién de 66,6 % de las garrapatas
utilizadas en el ensayo, al utilizar la alimentaciéon con microcapilares siguiendo un
procedimiento similar al descrito antes.® Por su parte, Broadwater y otros
obtuvieron valores de prevalencia de infecciéon de 30 a 70 %, al emplear otra
variante de este procedimiento.*?

Existen parametros que no han sido exhaustivamente descritos para la metodologia
referida en este estudio como la duracion de la alimentacion capilar, el volumen de
fluido ingerido y la densidad de bacterias en la solucién de alimentacién que pueden
afectar la viabilidad de las garrapatas para adquirir y transmitir la infeccion;*°
elementos a tomar en consideraciéon en futuras investigaciones en las que el
objetivo fundamental sea la evaluacidon de la transmisién de la infeccion.

Tomando en consideraciéon el amplio uso de la infeccién artificial de garrapatas con
capilares y los resultados de esta investigacion preliminar, se propone continuar
con la utilizacién de esta técnica para la infeccion experimental de ixédidos cubanos
con B. burgdorferi sensu lato, y evaluar la capacidad de transmisién de estos,
fundamentalmente A. cajennense y R. sanguineus.
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