TECNICAS DE INVESTIGACION DE GARRAPATAS EN
EL LABORATORIO Y EN EL. CAMPO

Gustavo Lopez V.
1. LABORATORIO
1.1, TAXONOMIA, MORFQLOGIA, FISIOLOGIA,

1,2, ESTABLECIMIENTO DE UNA COLONIA DE GARRAPATAS,

E] establecimiento de colonias de garrapatas en el laboratorio tie-
ne entre otras finalidades, la de ayudar a una correcta identificacidén

de especies y en todos sus estados evolutivos.

Muchos investigadores, en ausencia de claves regionales, prefie-
ren criar las garrapatas en el laboratorio para compararlas con es-
pecimenes previamente identificados y conservados. Infortunada-
mente no es posible mantener en el laboratorio todas las especies

existentes por la diversidad de animales que se requieren.

El establecimientc de colonias de garrapatas se requiere también
para determinar su ciclo bioldgico en el laboratorio y en el campo;
para la realizaciéon de pruebas con acaricidas; aislamiento y trans-
misién de microorganismos, y para conservar lineas susceptibles y
resistentes a diferentes acaricidas con fines experimenta_les.

* Meédico Veterinario, M.S. Programa de Parasitologia y Entomolo~
gia Veterinariags. Centro Regional de Investigacion EI Nus, San
José del Nus, San Roque, Antioquia.
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Para establecer una colonia de Boophilus microplus se requiere

tener anmales (bovinos) esplenectomizados para obtener mayor ni-

mero de garrapatas sin acortar el ciclo,

Se recolectan garrapatas adultas y repletas en el drea de interés
y se dejan en una estufa a 28°C v 80% de Humedad Relativa.

Después de tres semanas se pesan los huevos y se coloea 1 g por
vial; 1 g = 20,000 larvas. Las larvas se utilizan entre los 8 a 14

dias de edad para infestar los animales.

1.3. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS,

Es una prictica muy usual, especialmente en los casos de trans-
mision transovarica, con el objeto de aislar, purificar y preparar
vacunas de organismos tales como Babesia sp. En otros casos es
necesario aislar microorganismos mediante el cultivo de hemolinfa

y organos internos.

1,4. EXAMEN DE HEMOLINFA,

Los estudios sobre distribucién de Boophilus microplus permiten

determinar la incidencia de hemopardsitos mediante el examen de

la hemolinfa de las hembras adulias y repletas; informaciones re-
cientes indican que los machos de B. microplus también pueden trans-
mitir B. bigemina de un animal a otro.

Para el examen de hemolinfa se toman hembras adultas y llenas y
se dejan en incubacién a 28°C y 80% de Humedad Relativa por cuatro
dias para B. bigemina y cinco para B. bovis. El procedimiento es el

siguiente :
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.1. Lavar las garrapatas con agua y alcohol

.2. Cortar los tarsos

.3. Colocar la hemolinfa en l4minas portaobjetos
.4. Fijar con aleohol metilico por 10 minutos
.5, Colorear con Giemsa por 45 minutos

.6. Mirar al microscopio.

1.5. DISECCION DE GARRAPATAS.,

La diseccion de garrapatas es una técnica de mucha importancia,
ya gue mediante el conocimiento de las estructuras internas facilita
los estudios genéticos y permite aislar microorganismos de cual-
quier Srgano y tejido. Las estructuras mis visibles son: Cuticula,
tejido hipodérmico, tubos de malpighi, intestino, gldndulas saliva-

res, Gtero y piezas bucales.

1.6, SISTEMAS PARA EVALUACION DE ACARICIDAS,

1.6.1. Pruebas sobre L.arvas.

Las pruebas sobre larvas mis cominmente usadas, son de dos ti-
pos: 1) Las larvas son sumergidas en una solucidén de ixodicida, y

2) Las larvas son expuestas en un depdsito del ixodicida.

Al primer grupo pertenece la prueba de inmersién (método del

emparedado) de Shaw (7) y fue la prueba utilizada en la practica.

Al segundo grupo, pertenece la técnica en sobres de Stone v Hay-
dock (8) que consiste en colocar 100 a 120 larvas de 7 a 28 dias
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directamente en sobres confeccionados en papel de filtro {(Whatman
No. 1 de 11 e¢m de didmetro), los cuales han sido previamente im-
pregnados en concentraciones conocidas de spluciones oleosas del
ixodicida o simplemente en una solucion oleosa en el caso de los con-

troles.

.08 sobres dque contiener las larvas son colocados en una estufa
a 30°C y 80 a 90% de Humedad Relativa por 24 horas. Después de
este periodo, los sobres son retirados, se abreny las larvas exa-
minadas; toda larva en la cual se observe glgiin movimiento es con-
siderada viva, Las larvas vivas y muertas son contadas y se deter-
mina su mortalidad.

La diferencia bisica entre las dos técnicas (inmersiény sobres
impregnados), radica en que en la primera las larvas estan en con-
tacto con la golucidn ixodicida solamente durante la duracién de la
inmersion (10 minutos), en tanto que en la segunda las larvas estin

expuestas al ixodicida durante 24 horas.

1.7. PRUEBA DE TELEQGINAS.

Son muy numerosos los sistemas existentes, pero la inmersidn
total de las teleoginas en diversas conceniraciones de la solucién
ixodicida durante 10 minutos es el mas utilizado. Una vez termina-
da la inmersion, cada teleogina es colocada en una ldmina de vidrio
con cinta de enmascarar a 28°C y 80% de Humedad Relativa y se ob-

serva la oviposicidon y viabilidad de los huevos.



2. PRUEBAS DE CAMPO

2.1, DISTRIBUCION DE GARRAPATAS.

Una de las actividades méis importantes de investigacion sobre ga-
rrapatas en una determinada regién o pais, lo constifuye el conoci-
miento exacto de las diferentes especies existentes y su relacion con

la transmisién de enfermedades.

En términos generales, cuando se desea conocer las egpecies de
garrapatas e€s necesario dividir la zona de acuerdo a condiciones eco-
1ogicas de temperatura, altitud, vegetacidn, tipo de explotacidn, te-

niendo en cuenta todas las especies animales posibles.

Una vez dividida la zona se¢ selecciona al azar el mayor niimero de
fincas posible; de cada finca se seleccionan también 5 o 6 animales
de cada especie exisiente y se hace un muestreo sistemadtico; es de-
cir, se precisa colectar, ojald, todas las garrapatas existentes y en
todos sus estados en razon de la localizacidén preferencial de cada es-
pecie v porque pueden -existir garrapatas de dos o mis huéspedes y sd-

lo se encontrard en un determinadec estado evolutivo.

La extiraccién de garrapatas, se debe hacer con el mayor cuidado,
utilizando pinzas especiales para impedir que se deterioren las pie-

zas bucales v no se dificulte su identificacion.

Para la recoleccion es necesario usar frascos de boca ancha de
aproximadamente 50 ml de capacidad; como preventivo para garrapa-
tas comunes, actia muy bien el alcohol etilico al 70% y para las es-

pecies ornamentadasiales como Amblyomma que requieren una ma-

yor conservacion de los colores, se necesita una golucidén que conten-
ga una parte de formol al 40%, siete partes de agua saturada con clo~

roformo. Muchas veces el disefio coloreado de un Ambiyomma que
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se ha destefiido a causa del efecto prolongado del alcohol, se puede

restaurar colocdndola en la mezcla de formol y aleochol.

Todas las muestras deben ser identificadas correctamente, ha-
ciendo mucho énfasis en el nombre de la finca, especie animal, fe-
cha de recoleccidn, altitud, tipo de vegetacidén., La identificacidén
asi resumida se coloca dentro del frasco que contiene la muestra y
por ningan motivo se colocan garrapatas de diferentes animales en

una sola muestra,

El muestreo se debe hacer periddicamente porque la poblacidn de
garrapatas puede variar notoriamente con la época del afio. Si bien
los resultados de un solo muestreo no son muy confiables para cons-
tatar la ausencia de una especie, proporcionan una informacién muy
valioga porque se detecta la presencia de una determinada garrapata
y de este modo se logra la marcacion de las 4reas en las cuales se ha

comprobado la incidencia de la garrapata.

En base a las anteriores apreciaciones se pueden resumir asi, los

aspectos més sobresalientes sobre la bioecologia de Boophilus micro-

plus actualmenté en estudio en Colombia,

2.2, INCIDENCIA NATURAL ESTACIONAL,

Para un estudio de esta naturaleza se requiere ubicar animales de
una misma raza y edad en altitudes determinadas. Semanalmente se
hace recuento en todo el animal de garrapatas adultas de aproximada-
mente 4,5 mm de longitud. Es necesario hacer diariamente observa-
ciones metecroldgicas tales como precipitacidén, humedad relativa,

temperatura media.
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2.3. CICLOS NO PARASITICOS.

E1l ciclo no parasitico de las garrapatas varia considerablemente
con las condiciones climdticas y su conocimiento permite mejorar
las medidas de control haciendo mds racional el uso de los produc-

tos quimicos,

Se puede determinar el periodo de preoviposicidn, oviposicidn,
incubacidn y longevidad de las larvas para cada regidn.

Para este estudio se utilizan tubos de malla metdlica (No. 60) o
de nylon; en cada uno se deposita una garrapata inmediatamente ter-
mina su ciclo parasitario y se desprende por si sola. Generalmente
se utiliza un minime de 10 garrapatas, debiendo ser colocadas por
lo menos cada dos semanas. Es necesario hacer las observaciones
meteorologicas como en el caso anterior. Por este sistema se pue-
de determinar el nimero de generaciones por afio.

2.4. PRUEBAS DE CAMPQ PARA DETERMINAR LA EFICACIA DE
ACARICIDAS.

Estas son indispensables en el desarrollo adecuado de cualquier

ixodicida.

A nivel de campo se realizan esencialmente dos tipos de pruebas

de eficiencia:

1.. Pruebas para determinar la actividad bioldgica y seguridad de

uso.

2. Pruebas para determinar el comportamiento del producto y su

formulacidn bajo los diversos sistemas de aplicacién.
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2.4.1. Pruebas de Eficiencia - Actividad Biologica.

Bstas se pueden catalogar en dos tipos principales: Pruebas cua-

litativas y Pruebas cuantitativas.

2.4.1,1. Pruebas cualitativas.

En las pruebas cualitativas se pueden mencionar las técnicas des-
critas por Hitchcook & Mackerras (5), Norris et al (1950) y Queve-
do et al (1963), en.las cuales en una forma apreciativa determinan
la incidencia de larvas, ninfas y adultos sobre los animales anfes y
después del tratamiento. La de Arnold (1949) sigue un criterio si-

milar pero considerando solamente la incidencia de hembras adultas.

2.4.1,2, Pruebas cuantitativas.

En pruebas cuantitativas se utiliza sélo una peguefia drea en una
region del animal, normalmente en la regidn posterior, para deter-

minatr la actividad del ixodicida.

La sistematica generalmente seguida en este tipo de prueba es de-
terminar antes del tratamiento el nimerc de todos o algunos de los
estados del ciclo de la garrapata en el area escogida y comparar con .
el nimero de éstos registrados en conteos sucesivos realizados des-
pués del tratamiento. Con este tipo de prueba se pueden mencionar
la técnica de Laake {1949) y la de Drummond y colaboradores (3).
En esta Gltima técnica, fuera de realizar la observacién directa so-
bre el drea escogida, se realizan colectas de metaninfas en otras
areas del animal para observar su capacidad de muda y de teleoginas

para observar mortalidad e indice reproductivo.

La técnica de Wharton y colaboradores (11) se basa en la realiza-

cidon de conteos regulares cada segundo dia, anteriores y posteriores
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al tratamiento, de garrapatas adultas hembras de 4,5 a 8 mm de lon-

gitud en el lado derecho de cada animal sobre grupos tratados y con-

troles no tratados. El hecho de contar sdlo las hembras que pasan

de 4,5 mm de longitud se fundamenta en las observaciones de Whar-

tony Utech (10), mediante las cuales determinaron qué hembras de

este tamafio alcanzan el estado de teleoginas en el curso de 24 horas

y por lo tanto, caen antes de la siguiente observacion,

3.1-

3. ECUACIONES UTILES PARA EL CALCULO
DE CONCENTRACIONES

FORMULA PARA CALCULAR LA CANTIDAD DE CONCENTRA-
DO EMULSIONABLE NECESARIA PARA PREPARAR EMULSIO-
NES DE UNA CONCENTRACION DETERMINADA,

= Parte de agua que hay que afiadir a una parte de concenirado

emulsionable,

= Contenido del producto activo en el concentrado emulsionable
en porcentaje.

= Concentracion deseada del preparado final.

Ejemplo: Calcular culntos litros de agua hay que afiadir a 1 L de

un concentrado.emulsionable de Cumafos al 20% para

obtener una solucion al 0, 05%.

20% x=--20_ _4

0,05

1

400-1 =

2

1
1§

0,05 399 litros
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3.2. FORMULA PARA CALCULAR L.A CANTIDAD DE POLVO HU-
MECTABLE NECESARIA PARA PREPARAR SUSPENSIONES
LISTAS PARA EL USO.

X = axh

X = Cantidad requerida de polvo en kg

a = Concentracidon deseada de la suspensidon en porcentaje

b = Cantidad de suspensidon, que se desea preparar, en litros
¢ = Porcentaje del producto activo en el polvo dispersable.

Ejemplo: Cuintos kg de un polvo humectable al 50% hacen falta
para preparar un bafic de inmersidn de 12.000 L, con

una concentracion al 0,05% de principio activo?

0,00 % 12,000 60

a = 0,05 X = = = 12 kg
50 5

c = 50%

b = 12,000 L

4, METODOS DE APLICACION DE LOS
PRODUCTOS QUIMICOS

Entre los métodos de aplicacién de los productos quimicos, se pue-
den mencionar: Aplicacion manual experimental; Aplicacidén mecanica
con bomba de espalda, motobomba o mangas de aspersidon; Bafio de

inmersion.
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Todos los métodos tienen sus ventajas y desventajas por muchos
factores que en ellos influyen. De los ahora conocidos, la Manga de
Agpersién es el mds usado en la mayoria de las fincas., Los méto-

dos de aspersién son populares y también de uso comaun.

4.1. BANO DE INMERSION,

No hay duda de que el bafic de inmersion, por su mojado unifor-
me y mayor efecto residual, es el més efectivo para el control de
cualquier ectoparésito, pero la alta seleccidon animal en la produc-
cién lechera, tiende a buscar métodos menos drasticos para que no
contrasten con la delicadeza del animal y disminuir las pérdidas por
la baja produccidn transitoria provocada en la vaca después de un ba-
fio en tangque de inmersién. De aqui que nuestros ganaderos prefie-
ren las mangas de aspersién. Quizds ésta sea la principal razoén pa-
ra que el mas efectivo de los métodos comerciales (bafioc de inmer-

sion) sea reservado para grandes explotaciones de animales de carne.

4,2, MANGA DE ASPERSION,

Es un método ventajoso, comodo y econdmico; en ellas &s recolec-
tado el liquido derramado durante la aspersion del animal; colado y
mezclado, es devuelio a las boquillas del aspersor. Es un sisiema

de recirculacion.

4.3, MOTOBOMBA.

Este método es muy utilizado. Tiene la ventaja de que existen
equipos pequefios y pueden ser trasladados a sitios no transitables
para vehiculos de motor, pero desafortunadamente tiene la desven-~

taja de que el criador a veces practica el bafic sobre animales fuera
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de la manga (sueltos en corrales, dejando sin humedecer muchas

partes del cuerpo del animal).

Cuando se utilizan motores de tractores, la presidn alcanza més
de 150 lb/pulgadas cuadradas, depositindose poca sustancia entre el
pelo del animal, agpecto que se debe considerar como negativo en el

control de ectoparasitos.

4.4, BOMBA DE ESPALDA,

El método de aspersion con bomba de espalda (40 libras de p. x
pulgada cuadrada) es el que proporciona mis bajos resultados y pro-
duce menos eficiencia; so0lo se usa cuando se trata de muy pocos ani-

males.

4,5. CUIDADOS PARA MEJOR EFECTIVIDAD.

En el bafio de inmersion es necesaric mantener el insecticida com-
pletamente disperso antes de iniciar el bafio; hasta ahora, lo més
prictico es hacer pasar a 15 o 20 animales a través del bafic como
"agitadores' y después regresarlos al lote que se tiene por bafiar.
Lo mejor es hacerlo con un agitador especial que alcanza a remover
el sedimento. En la manga de aspersidén, los principales cuidados

que se deben tener, son:
.1. Velocidad del animal; ho se debe dejar pasar muy ripido.
.2. Debe haber una persona que durante el tiempo del bafio se encar-

gue Unicamente de vigilar y destapar las boquillas, el colador
del canal de retorno y la maraca del tubo de succion.
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4,6, EFECTQ RESIDUAL.,

Es el tiempo que dura el insecticida sobre el pelo del animal con
poder v accidn letal contra las larvas de las garrapatas que se adhie-
ren después del bafio.

Esto, depende de una serie de factores:

.1, Concentracién del bafio

.2, Depbdsito de sustancia quimica acumulada en el pelo
.3. Epoca del afio: Invierno, verano

.4. Numerc de bafios realizados sobre el mismo animal
.5. Frecuencia de los bafios

.6. Método de bafio utilizado

. 7. Género v especie de ectoparasito co’mbatido

.8. Elemento activo y composicién del producto utilizado

. 9. Emulsificante y fijador del producto utilizado

.10, Limpieza del bafio.
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