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ABSTRACT

One of the main health problems in cattle farming is infestations caused by ticks. The
most important species is Rhipicephalus microplus, which affects 80% of bovine
population worldwide. Its control is mainly based on the use of ixodicides. However,
excessive and inappropriate use has generated multi-resistant strains of ticks.
Alternatively, immune control has been proposed as an important method to reduce tick
populations. The recombinant Bm86 vaccine is the only commercially available and
reports variations in its efficacy due to polymorphisms in the gene's coding sequence.
Therefore, this work aimed to characterize an immunogenic region of Bm86 strain R.
microplus "Media Joya" to propose a vaccine candidate that is conserved and with
minimal variability in its efficacy. Computational tools, molecular biology techniques, and
phylogenetic analysis were used. As a result, an immunogenic region consisting of 178
amino acids and 98-100% identity/similarity were obtained concerning strains of R.
microplus ticks from the Americas. Furthermore, is necessary to evaluate the
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immunoprotective potential of the Bm86 region characterized in this work as an anti-tick
vaccine.

Keywords: Bm86, R. microplus, ticks, vaccine.

RESUMEN

Uno de los principales problemas sanitarios de la ganaderia bovina son las
infestaciones ocasionadas por garrapatas. La especie mas importante es Rhipicephalus
microplus, la cual afecta al 80% de la poblacién bovina del mundo. Su control se basa
principalmente en el uso de ixodicidas, sin embargo, el uso excesivo e inadecuado ha
generado cepas de garrapatas multiresistentes. Alternativamente, se ha propuesto al
control inmunoloégico como un método importante para reducir las poblaciones de
garrapatas, siendo la vacuna recombinante de Bm86 la Unica disponible
comercialmente y con reportes de variaciones en su eficacia debido a la presencia de
polimorfismos en el gen codificador. El objetivo de este trabajo fue caracterizar una
region inmunogénica de la proteina Bm86 de R. microplus cepa “Media Joya” con el fin
de proponer un candidato vacunal que sea conservado y con minima variabilidad en
cuanto a su eficacia. Se utilizaron herramientas computacionales, técnicas de biologia
molecular y analisis filogenéticos, y se obtuvo una regién inmunogénica constituida por
178 aminoacidos y con 98-100% de identidad y similitud con respecto a cepas de
garrapatas R. microplus provenientes del continente americano. Adicionalmente, se
requiere evaluar el potencial inmunoprotector de la region de Bm86 caracterizada en
este trabajo como vacuna anti-garrapatas.

Palabras clave: Bm86, garrapatas, R. microplus, vacuna.

1. INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos que ocasionan efectos negativos directos e indirectos
en el ganado bovino (Pérez de Leon et al., 2020). Rhipicephalus microplus, conocida a
nivel mundial como la garrapata comun del ganado, tiene una amplia distribucién dentro
de las regiones tropicales y subtropicales de México (Estrada-Pefia et al., 2006). Debido
a su acciéon hematoéfaga, los efectos por infestaciones en los bovinos generan pérdidas
econdémicas asociadas a la disminucién en la produccién pecuaria, asi como también
por su capacidad para transmitir patégenos intraeritrociticos como Babesia bovis, B.
bigemina y Anaplasma marginale, causantes de la Babesiosis y Anaplasmosis bovina;
enfermedades que generan mortalidad en bovinos susceptibles (Rodriguez-Vivas et al.,
2017).

El método de control mas utilizado se basa en la aplicacion de ixodicidas quimicos, sin
embargo, el uso continuo e inadecuado ha permitido el desarrollo de poblaciones de
garrapatas resistentes a estos quimicos, de tal forma que a la fecha existen en el pais
poblaciones con caracteristicas de multiresistencia (Fernandez-Salas et al., 2012;
Rodriguez-Vivas et al., 2014), siendo una limitante para el control en los hatos bovinos
de zonas geograficas donde se encuentra establecida.
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En México, el 70% del ganado bovino esta expuesto a infestaciones por R. microplus
segun su distribucion (Estrada-Pefia et al., 2006). Datos actuales basados en modelos
computacionales estiman un incremento en la distribucion de R. microplus y las
enfermedades que transmiten para los proximos afios en América Latina (Marques et
al., 2020). Esta informacion resalta la necesidad de mejorar los métodos de control
contra R. microplus, y asi proteger la sanidad de los hatos bovinos ante estas
alteraciones siendo de suma importancia la implementacién de programas integrales de
control para la garrapata R. microplus en el ganado bovino que se encuentra distribuido
en la region neotropical, y de esta manera fomentar un menor uso de ixodicidas,
promoviendo la ganaderia bovina sustentable (Rodriguez-Vivas et al., 2018). Con base
en lo anterior, el control inmunolégico es considerado como una de las alternativas mas
importantes a utilizar, debido a que su eficacia ha sido comprobada en diversos
ensayos de campo (de la Fuente et al., 2007).

El uso de vacunas contra las garrapatas comenzé en la década de los 80's, sin
embargo, fue hasta los afios 90°s en los que se logré comercializar la primera vacuna
contra garrapatas R. microplus (Lagunes-Quintanilla & Bautista-Garfias, 2020). Esta
vacuna contiene una proteina denominada Bm86 la cual inicialmente fue identificada en
las células del intestino medio de la garrapata y, posteriormente fue caracterizada
inmuno-molecularmente, para ser expresada en un sistema eucarionte, formulando un
inmundgeno con elevado grado de pureza (Canales et al., 1997). El mecanismo de
accion del antigeno Bm86 se basa en la generacion de anticuerpos contra esta
proteina, logrando un efecto negativo en el desarrollo y en la capacidad reproductiva de
las garrapatas que se alimentan de bovinos inmunizados (Lagunes-Quintanilla y
Bautista-Garfias, 2020). La proteina Bm86 ha sido el Unico antigeno aprobado y
distribuido comercialmente en México y otros paises para su utilizacion en el control de
R. microplus, el cual, mediante evaluaciones a nivel de campo demostré tener eficacia
en diferentes cepas con antecedentes de resistencia a ixodicidas (Penichet et al., 1994,
de la Fuente et al., 1999). Sin embargo, se han reportado polimorfismos genéticos en la
secuencia de Bm86 entre diferentes cepas y aislados de R. microplus en el mundo. En
cepas de distintas regiones de Sudamérica se han documentado variaciones que van
desde el 3.4 - 6.8% en la secuencia de amino&cidos (Sossai et al., 2005). Asi mismo,
en Tailandia se demostré que existe 91.5 - 93.5% de identidad en la secuencia de
aminoacidos de diferentes aislados con respecto al Bm86 que compone la vacuna
comercial (Kaewmongkol et al., 2015). Adicionalmente, en México, se identificaron
polimorfismos entre secuencias de Bm86 de diferentes aislados de R. microplus,
provenientes de distintos estados del pais (Martinez-Arzate et al., 2019).

Estas variaciones genéticas en el antigeno Bm86, podrian estar asociadas a una
disminucién en la eficacia de la vacunacion en algunas regiones geograficas. Por tal
motivo, el presente estudio tiene por objeto caracterizar una regién inmunogénica de la
proteina Bm86 de la garrapata R. microplus cepa “Media Joya” mediante algoritmos
computacionales, con la finalidad de proponer un candidato a vacuna que sea
conservado, con minima variabilidad y alta eficacia cuando se utilice como método de
control de garrapatas R. microplus.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Material bioldgico

Se utilizd la cepa de garrapatas R. microplus “Media Joya”, perteneciente al
germoplasma del CENID-SAI, INIFAP, la cual se mantiene en condiciones controladas.
Esta cepa fue aislada en el municipio de Tapalpa, Jalisco, México y se encuentra
establecida en la Unidad de Artropodologia desde el afio 2001 como una cepa de
referencia susceptible a ixodicidas.

2.2 Andlisis computacional de la proteina Bm86

La base de datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI) se utilizo
para obtener la secuencia de aminoacidos de la proteina Bm86 (ADQ19690.1) con la
finalidad de realizar un analisis computacional mediante diversos algoritmos
bioinforméticos y seleccionar una regidn con caracteristicas inmunogénicas y con
minima variabilidad genética. Se llevd a cabo un alineamiento mdultiple con los
programas CLUSTAL W y MUSCLE utilizando métodos progresivos e iterativos para
comparar los resultados y obtener el mejor alineamiento. Para realizar los analisis de la
estructura secundaria, se buscaron regiones hidrofébicas utilizando la herramienta
Protscale mediante el algoritmo Kyte & Doolittle, regiones transmembranales con el
programa TMHMM basado en modelos ocultos de Markov, presencia de péptido sefal
con SignalP 4.1, basqueda de dominios funcionales con Pfam y SMART, y sitios de
glicosilacion con NetNGlyc 1.0. Dichos andlisis permitieron verificar la presencia de
regiones extracelulares, antigénicas y biologicamente funcionales para ser reconocidas
por células de linaje inmunoldgico. La prediccion de epitopos B se realiz6 con diferentes
algoritmos, buscando caracteristicas inmunogénicas como: Hidrofilicidad (Antigenic
Plot), Antigenicidad (EMBOSS Antigenic) y epitopos lineales (Bepipred 2.0 y
BCELL/IEDB Analysis Resource). Se seleccionaron epitopos lineales de al menos 15
aminoé&cidos de longitud con un indice de inmunidad de 0.5%, con la finalidad de
obtener cadenas cortas de aminoacidos en la region seleccionada, ya que, al no utilizar
la proteina completa, la estructura nativa desaparece, asi como los epitopos
conformacionales que se localizan en la estructura terciaria y cuaternaria de la proteina.
Una vez localizada la region de interés, se diseflaron un par de oligonucle6tidos
especificos mediante el programa OligoAnalyzer para su sintesis; Fw 5'-
CACCATGACCGAAGACTGTCGTGTGC -3’y Rv 5- GAGCAGACTGTCGCAAAGG -3'.
Finalmente, la representacion esquematica de la region inmunogénica derivada de la
proteina Bm86 se llevo a cabo mediante el programa Protter.

2.3 Obtencion de acidos nucleicos y sintesis de ADN complementario

Como material biologico se utilizaron 100 mg de larvas de garrapatas R. microplus de
15 dias de edad sin alimentar (cepa “Media Joya”), las cuales fueron pulverizadas en un
mortero previamente congelado a -80°C. El aislamiento de ARN se realizé por el
método de Trizol® (Thermo Fisher Scientific) con la finalidad de sintetizar ADN
complementario (cDNA), mediante RT-PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa-
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Transcriptasa Reversa), el cual sirvio como plantilla en las reacciones de amplificacion
por PCR.

2.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y Clonacién

La reaccion de PCR se llevo a cabo en tubos de microcentrifuga de pared delgada bajo
el siguiente protocolo: 1X PCR buffer, 3 mM de MgCl2, 0.6 mM de dNTPs, 0.5 U/ul de
PfuUltra ADN polimerasa (Agilent®), 2 uM de oligonucleétidos y 100 ng de cDNA, en un
volumen final de 25 pl. Posteriormente, los amplicones obtenidos fueron separados por
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris, Borato, EDTA) para estimar
el tamanfo de los fragmentos amplificados por comparacién con un marcador molecular
de 1 Kb y visualizados por exposicion UV en un transiluminador Gel Logic 1500
(Imaging System). La clonacién de los productos de PCR se llevé a cabo utilizando el
vector optimizado para expresion pET101/D-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA)
realizando una reaccion de ligacion y la subsecuente transformacion en células
competentes TOP10® de Escherichia coli. Se seleccionaron colonias recombinantes
para realizar los ensayos de PCR de colonia y confirmar aquellas clonas que
incorporaron el inserto. La extraccion y purificacion de plasmidos se llevo a cabo por el
meétodo de lisis alcalina y fueron secuenciados en la Unidad de Secuenciacién del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (IBt-UNAM).

2.5 Andlisis filogenético

Se realizaron los analisis filogenéticos de la regidén seleccionada del gen Bm86 de la
garrapata R. microplus (cepa “Media Joya”), con la finalidad de estudiar la relacion
genética que hay entre diversos aislados de la misma especie previamente reportados
en la base de datos del NCBI. El arbol filogenético se construy6 utilizando la paqueteria
de MEGA 7 (Kumar et al.,, 2016), para el cual se consideraron los siguientes
pardmetros: las distancias evolutivas se calcularon con base en el método Kimura de
dos parametros (Kimura, 1980) y como método de reconstruccion filogenética se utilizd
el método de maxima verosimilitud (Guidon & Gascuel, 2003). Adicionalmente, como
soporte estadistico, se utilizaron 1000 réplicas de bootstraps (Felsestein, 1985).
Finalmente, en el andlisis se incluyeron 34 secuencias de garrapatas R. microplus y 2
secuencias que corresponden a garrapatas R. appendiculatus, las cuales fungieron
COMo grupo externo.

3. RESULTADOS

Se caracterizé una region de la proteina Bm86 cepa “Media Joya” constituida por 178
aminodcidos, localizada entre los aminoacidos 266 y 442 de la proteina completa. En
dicha region no se encontraron regiones transmembranales ni la presencia de péptido
sefal, por otra parte, se localizaron zonas hidrofilicas con valores por debajo de 1.6, lo
cual indica de acuerdo a la composicion fisicoquimica de cada residuo que no hay
presencia de aminoacidos hidrofdbicos, presumiendo ser un fragmento completamente
extracelular. Ademas, se localizaron dos sitios de N-glicosilacion situados en los
residuos 348 y 382 con punto de corte de 0.5 y un dominio funcional de tipo Factor de
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Crecimiento Epidérmico (EGF). La prediccion de regiones antigénicas y epitopos
lineales de células B, sugiere que existen tres péptidos predichos como epitopos B, con
un indice de inmunidad superior a 0.8% y una longitud entre 15 a 20 aminoacidos;
indicativo de alta inmunogenicidad. En la Figura 1, se resumen las principales
caracteristicas de interés predichas en la regidn seleccionada de la proteina Bm86.
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Fig. 1. Schematic representation of the region derived from the Bm86 protein. The
amino acid sequence of the Bm86 protein is observed, and within the red box, the B
epitopes (amino acids: 267-298, 371-385, 387-410) are seen in blue, the N-glycosylation
sites (amino acids 348 and 382) in green and an EGF functional domain (amino acids
299-320) in turquoise. The transmembrane region is shown in pink, and the signal
peptide is in red. The selected region appears to be an utterly extracellular fragment.
Fig. 1. Representacion esquematica de la region derivada de la proteina Bm86. Se
observa la secuencia de aminoacidos de la proteina Bm86 y dentro del recuadro en rojo
se aprecian los epitopos B (aminoéacidos: 267-298, 371-385, 387-410) en color azul, los
sitios de N-glicosilacién (aminoacidos 348 y 382) en color verde y un dominio funcional
EGF (aminoacidos 299-320) en color turquesa. En color rosa se observa la region
transmembranal y en color rojo el péptido sefial. La region seleccionada muestra ser un
fragmento completamente extracelular.

Por otra parte, se realiz6 la amplificacion por PCR de la region de interés del gen Bm86,
obteniendo un amplicén de 534 pares de bases (Fig. 2A). Posteriormente, mediante
ensayos de clonacion se logro la obtencion y purificacion de 5 plasmidos recombinantes
(Fig. 2B), los cuales fueron secuenciados en ambas direcciones con el fin de obtener
una secuencia consenso. Al realizar el alineamiento multiple de la secuencia derivada
de la regién de interés de la proteina Bm86 con las secuencias obtenidas de la base de
datos del NCBI, se obtuvo un 98-100% de identidad y similitud con respecto a las cepas
provenientes del continente americano, sugiriendo un elevado grado de conservacion
entre cepas (Fig. 3); a diferencia de las cepas reportadas en Africa, Australia e India,
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donde se encontré6 un mayor numero de sustituciones a nivel de aminoacidos;
alcanzando 96-98% de identidad y similitud. Interesantemente, los péptidos predichos
como epitopos B muestran un 99% de identidad en cepas provenientes del sur de
Estados Unidos y de Sudamérica, en contraste con las originarias de Africa, Australia e
India las cuales presentan 97%.

Fig. 2. Amplification and cloning of the selected region of Bm86. A) Product amplified by
PCR corresponding to 534 bp. B) Visualization of recombinant E. coli colonies, including
the selected region of Bm86. MPM: molecular weight marker (1 Kb). The black arrows
indicate the amplified product and the recombinant colonies on LB-agar medium.

Fig. 2. Amplificacion y clonacion de la regién seleccionada de Bm86. A) Producto
amplificado por PCR equivalente a 534 bp. B) Visualizacién de colonias recombinantes
de E. coli que incorporaron la region seleccionada de Bm86. MPM: marcador de peso
molecular (1 Kb). Las flechas en color negro indican el producto amplificado y las
colonias recombinantes en medio LB-agar.

Con respecto a la reconstruccion filogenética del fragmento de 534 nucleétidos
derivados del gen Bm86 cepa “Media Joya”, muestra la formacion de dos clados
definidos representados por las especies R. microplus y R. appendiculatus, en donde se
observa que la secuencia caracterizada en este estudio se agrupa en el clado que
pertenece a la especie R. microplus (Fig. 4). El andlisis filogenético describe que la
cepa “Media Joya” presenta una mayor similitud con aislados provenientes de regiones
del sur de Estados Unidos y Sudamérica, en comparacion con secuencias de aislados
originarios de Africa, Australia e India. Con base en la relacion filogenética y el analisis
comparativo entre secuencias, es posible inferir que la regidn caracterizada
genéticamente pertenece a una region conservada que se comparte en aislados de las
diversas regiones geograficas reportadas en el continente americano.
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Fig. 3. Multiple alignment of the amino acids sequence derived from the protein Bm86 strain "Media Joya" of R.
microplus. Conserved amino acids are shown in blue and variables in gray and white. Boxes in red indicate peptides
predicted as B epitopes.

Fig. 3. Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos derivada de la proteina Bm86 cepa “Media Joya” de R.
microplus. Los aminoacidos conservados se muestran en color azul y los variables en color gris y blanco. Los cuadros en
color rojo indican los péptidos predichos como epitopos B.
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Fig. 4. Phylogenetic analysis of the characterized region of Bm86. The phylogenetic tree
was constructed by the maximum likelihood method using the characterized sequence
of Bm86 (“Media Joya”) and the strains and isolates of ticks R. microplus previously
reported in the NCBI. The numbers in the nodes indicate bootstrap values and posterior
probability of the Bayesian analysis. Each sequence is identified with its origin and
accession number.

Fig. 4. Andlisis filogenético de la region caracterizada de Bm86. El arbol filogenético fue
construido por el método de maxima verosimilitud utilizando la secuencia caracterizada
de Bm86 (“Media Joya”) y las cepas y aislados de garrapatas R. microplus previamente
reportados en el NCBI. Los nameros en los nodos indican valores de bootstrap y
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probabilidad posterior del analisis Bayesiano. Cada secuencia se identifica con su
origen y numero de acceso.

4. DISCUSION

El antigeno Bm86 continda siendo la Unica vacuna disponible en la industria
farmacéutica veterinaria para el control inmunoldgico de garrapatas R. microplus en el
ganado bovino (Almazan et al., 2018). Sin embargo, existen reportes que indican la
presencia de polimorfismos genéticos, los cuales estan involucrados en la variabilidad
de la eficacia en la vacunacion de diversas regiones geograficas del mundo (Casquero
et al., 2012).

El disefio de antigenos vacunales mediante analisis bioinformaticos utilizando regiones
conservadas entre diversos aislados y/o cepas, se ha planteado como una estrategia de
utilidad para el desarrollo de vacunas contra diversos patéogenos (Mosqueda et al.,
2012). El uso de antigenos conservados para mejorar la eficacia de las vacunas contra
garrapatas es de especial importancia cuando se trata de vacunas basadas en la
secuencia de un solo gen. Esto puede ser un modelo a emplear en la caracterizacion de
regiones especificas que estimulen una respuesta inmune mas eficaz contra las
garrapatas R. microplus. Los resultados obtenidos en el presente estudio, muestran que
la regidn seleccionada de Bm86 presenta caracteristicas de interés que podrian mejorar
la eficacia como vacuna; tres péptidos predichos como posibles epitopos de células B,
dos sitios de N-glicosilacion y ser completamente extracelular. Las caracteristicas
inmunogénicas encontradas, podrian significar un incremento en la activacion de las
células del sistema inmune debido a que las glicosilaciones de tipo N- y O-glicosilaciéon
estan relacionadas con la hiperantigenicidad (Daly & Hearn, 2005), la estabilidad, el
plegamiento y la actividad biologia de las proteinas (Lis & Sharon, 1993), asi como se
ha reportado en proteinas de membrana del virus de la influenza (Hutter et al., 2013).
Con respecto a la estructura secundaria, las regiones predichas concuerdan con
resultados previos (Rand et al.,, 1989; Tellam et al., 1992) donde se reconoce la
ausencia de regiones transmembranales y presencia de un péptido sefial en el extremo
N-terminal. Adicionalmente, esta region presenté un 98-100% de identidad y similitud
entre las secuencias de Bm86 analizadas del continente americano, sugiriendo un alto
grado de conservacion. Estos datos son de gran relevancia ya que se ha reportado que
una diferencia mayor al 2.8% en la secuencia de aminoacidos en Bm86 es suficiente
para causar variacion en la eficacia de la vacunacién contra R. microplus. Este
fenbmeno ha sido descrito previamente en las secuencias genéticas de Bm86 entre
aislados de México, Cuba y Argentina (Garcia-Garcia et al., 1999). De acuerdo a los
resultados obtenidos, posiblemente la regidén caracterizada en esta investigacion podria
generar una respuesta inmune eficaz debido al elevado grado de conservacion que
presenta, sugiriendo ser un candidato potencial si se utiliza como vacuna contra
garrapatas R. microplus en diferentes regiones geogréficas.

Recientemente, se han realizado trabajos utilizando genes de vital importancia para
Babesia spp., demostrando que la seleccion bioinformética de regiones hidrofilicas,
inmunogénicas y conservadas permiten identificar péptidos con elevado potencial para
el desarrollo de vacunas (Hernandez-Silva et al., 2018; Mosqueda et al., 2019; Barreda
et al., 2020). Por otro lado, existen investigaciones realizadas previamente donde se ha
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evidenciado que la inmunizacion de péptidos derivados del antigeno Bm86 son capaces
de generar una respuesta inmune protectora, que se refleja en un mejor reconocimiento
por los anticuerpos anti-Bm86 en el sitio blanco (intestino medio) de la garrapata R.
microplus (Patarroyo et al., 2002, 2009). Sin embargo, en dicho estudio se analizo la
capacidad antigénica de los péptidos utilizando Unicamente un algoritmo para su
eleccion. Si bien, los péptidos predichos poseen cualidades inmunogénicas, la elevada
concentracion y la dosificacion poco practica para su aplicacion representa una
desventaja a considerar en la formulacion de vacunas para bovinos.

En el presente trabajo, uno de los péptidos predichos como epitopo B coincide con uno
de los evaluados por Patarroyo et al., (2002). En contraste, el analisis computacional se
realiz6 utilizando diferentes algoritmos para predecir sitios de hidrofilicidad,
antigenicidad y de epitopo B lineal, lo cual permiti6 determinar que la region
seleccionada posee caracteristicas inmunogénicas relevantes en comparacion con los
péptidos reportados previamente. Adicionalmente, la region seleccionada presenta una
longitud de 178 aminoacidos y contiene tres epitopos B lineales, evidenciando
diferencias en peso molecular en comparacion con los péptidos evaluados
anteriormente (Patarroyo et al., 2002). En este aspecto, al evaluar el potencial
inmunoprotector de la region de Bm86 caracterizada en este estudio podria generar una
elevada respuesta inmunolégica (Pavon et al.,, 2016) a la dosis y concentracion que
convencionalmente se utilizan en bovinos contra garrapatas R. microplus (Mendoza-
Martinez et al., 2021).

Finalmente, las herramientas bioinforméticas representan una alternativa de suma
utilidad para disefiar y proponer antigenos candidatos para el desarrollo de vacunas
contra garrapatas y otros patdgenos. En este estudio, se caracterizd una region
inmunogénica derivada de la proteina Bm86 de la cepa de garrapatas R. microplus
“Media Joya”, la cual podria ser utilizada como una propuesta para candidato vacunal
debido a las propiedades inmunogénicas y de minima variabilidad encontradas. El uso
de vacunas como parte de un control integral vislumbra ser un método efectivo contra
garrapatas R. microplus que permitirdA mejorar la salud animal, disminuir la
contaminacion ambiental y reducir el uso intensivo de ixodicidas.
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