UAQ | E=as , ,
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

C\EN Clq s

ozw FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES ‘
\l‘ § LICENCIATURA EN MEDICINA VETERINARIA Y ZOOTECNIA

V Simposio Internacional
Garrapatas y Enfermedades que Transmiten:

"Acciones locales inmediatas para la preparacion
ante cambios globales”

16, 17 y 18 de octubre de 2024

. X gty oS World Organisation
VM} SSEECI,:{QSDEISEAIDA\ B for Animal Health
* INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA "4 LINVAS Founded as OIE

sz, =PROBIOTEK
m / Molecular & =

Asesoria PRODUCTOS Y EQUIPOS BIOTECNOLOGICOS,
Analitica SA.DECYV.

ICRO IOLOG A AMBIENTAL
VER!



Universidad Autonoma de Querétaro

Dra. Silvia Amaya Llano

Rectora

Dra. Oliva Solis Hernandez

Secretaria Académica

Dr. Eduardo Nufez Rojas

Secretario de Extension Universitaria

Dr. José Guadalupe Gémez Soto

Director de la Facultad de Ciencias Naturales

Dr. Juan Joel Mosqueda Gualito

Organizador General

Ivan Corona Guerrero, Daniel Gustavo Lopez Diaz

Disefio y formacion editorial

Ilvan Corona Guerrero

Diseno de Portada

D.R. UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
Centro Universitario, Cerro de las Campanas s/n
C.P. 76010, Santiago de Querétaro, Qro., México
ISBN:
Primera edicion, octubre de 2024
Hecho en México

|
C |
( =|
|
.
| x

- )
%\; SENASICA

SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
Y CALIDAD AGROAL




Comité Organizador
Aldo Josué Pavon Rocha
Alma Cardenas Flores
Chyntia Pérez Almeida
Daniel Gustavo Lopez Diaz
Diego Josimar Hernandez Silva
Ivan Corona Guerrero
José Rodrigo Morales Garcia
Juan Joel Mosqueda Gualito
Lineth Juliana Veja Rojas
Ma. del Consuelo Almazan Garcia
Maria Martina Esperanza Pérez Soria

Roberto llwikatzin Guerrero Solorio
Comité Cientifico y Editorial

Aldo Josué Pavon Rocha
Alma Cardenas Flores
Chyntia Pérez Almeida

Daniel Gustavo Lopez Diaz
Diego Josimar Hernandez Silva
Ivan Corona Guerrero
Ma. del Consuelo Almazan Garcia
Rodrigo Morales Garcia
Rolando Mendoza Zuiiga

Sergio Hugo Nieves Moran

,@?SENASICA

* SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
Y CALIDAD AGROAL




A N3

oonai

El contenido de los resumenes es responsabilidad exclusiva de los autores y
no necesariamente refleja el punto de vista de los editores, organizadores,
patrocinadores, directivos ni de la Universidad Auténoma de Querétaro

‘@?SENASICA

> SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



indice

o o7 P 1
Conocimientos y Actitudes de Veterinarios sobre Garrapatas y Enfermedades
Asociadas en Merida, YUCAtAN...........ooeeiiiiie e e aaaes 3
BmVDAC SE UNE AL PLASMINOGENO IN SILICO E IN VITRO Y LA UNION
POTENCIALIZA LAACTIVACION DEL PLASMINOGENO.........cocccovievieeeeeen, 8
Disefio y expresion de una proteina recombinante multiantigénica y multiepitopica
contra la babesiosis bovina causada por Babesia bOVIS.............ccccovveeeeeuiunnnnnnnnnn. 14

EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE PEPTIDOS CON EPITOPOS B
CONSERVADOS DE RHIPICEPHALUS MICROPLUS Y DE SU EFICACIA PARA
REDUCIR LA CAPACIDAD REPRODUCTIVA. .. ..o 19

BACTERIAS DE INTERES CLINICO TRANSMITIDAS POR GARRAPATAS EN
MUNICIPIOS DE CHIHUAHUA CON CASOS DE FMMR .......cooiiiiieiiieeee 23

Composicion y topologia de la microbiota de Rhipicephalus microplus durante la
INfECCION CON BAbeSia DOVIS...........ccieeeeeeie et 29

RESISTENCIA A COUMAPHOS EN POBLACIONES DE LA GARRAPATA DEL
PERRO, Rhipicephalus sanguineus sensu lato, EN DIFERENTES ENTIDADES DE
IMIEXICO ..ottt ettt ettt 36

Vacunas de mRNA para Patogenos Transmitidos por Artrépodos.........cccceeeeeeeen.. 41

Analisis del Transcriptoma de Rhipicephalus (Boophilus) microplus: Evaluacion de
Mecanismos de Resistencia a Fipronil en Cepas Resistentes y Susceptibles ...... 46

NANOIXODICIDA BASADO EN FIPRONIL PARA EL CONTROL DE Rhipicephalus
0] oT 0] o L 3O 52

Secuenciacion de siguiente generacion (NGS-16S) para determinar microbiota
bacteriana y agentes zoondticos de garrapatas de la Comarca Lagunera, México

............................................................................................................................... 58
MAPPING TICK-BORNE DISEASE RISKS IN CATTLE: A PRELIMINARY
DATABASE FOR PREDICTIVE MODELS IN NORTHAMERICA............ccciieee. 64

NANOIXODICIDA BOTANICO PARA EL CONTROL DE Rhipicephalus microplus70

EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LA VITELOGENINA PARA EL
DESARROLLO DE UNA VACUNA CONTRA LA GARRAPATA Amblyomma mixtum
................................................................................. iError! Marcador no definido.

Deteccion molecular de patégenos transmitidos por artrépodos en Desmodus
FOtUNAUS A€ MEXICO. ....coeiiee et e e e e e e e 82

DISMINUCION DE LA CAPACIDAD BIOLOGICA DE GARRAPATAS AL
INMUNIZAR BOVINOS CON PEPTIDOS QUE CONTIENEN EPITOPOS B
PREDICHOS DE BMVDAC Y a-VORAXINA DE Rhipicephalus microplus ........... 88

@?SENASIQ

SERVICIO NAGIONAL DE SANID.

Y CALIDAD AGROAL




ANALISIS SEROLOGICO EVIDENCIA LA EXPOSICION DE DOS VOLUNTARIOS
A BORRELIA SP. ASOCIADAA LA FIEBRE RECURRENTE EN NAYARIT, MEXICO

............................................................................................................................... 94
Caracterizacién de la proteina TCTP de Babesia bigemina y su expresion diferencial
en las fases infectantes del parasito............oooviiiiiiiiiiii 100

INMUNOGENICIDAD DE EPITOPOS B CONSERVADOS DE ANTIGENOS
PRESENTES EN EL INTESTINO Y OVARIO DE LA GARRAPATA R. microplus

(BM86, BMO5 Y VIEIOGENING). ...ververeeeeeeseeeeeeeeeeeseeeeeeesseeseeesseeeseeseeeeseesseseseesees 105
DETECCION DE BACTERIAS DE LOS GENEROS BARTONELLA Y RICKETTSIA
EN GARRAPATAS DE VERTEBRADOS EN MEXICO ... 110

LA INMUNIZACION DE CONEJOS CON PEPTIDOS DE RI-86 Y VDAC AFECTAN
NEGATIVAMENTE LOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE Rhipicephalus linnaei
ADULT AS e 117

CARACTERIZACION DE LA PROTEINA TUMORAL TRADUCCIONALMENTE
CONTROLADA (TCTP) EN BABESIA BOVIS Y EVALUACION DE SU
PARTICIPACION EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION..................... 124

Expresion y purificacion de TCTP recombinante de Babesia bovis y de Bos taurus
............................................................................................................................. 130

PATOGENOS ZOONOTICOS EN GARRAPATAS Y ROEDORES DE LA SELVA
LACANDONA et e e e e e e e e e e 136

DESARROLLO Y APLICACION DE UN PROTOCOLO DE REPRODUCCION
BASADO EN CAPSULA PARA GARRAPATAS MULTI HOSPEDERAS (Amblyomma
MIEXEUITY) <.ttt ettt e e e e e e e e e e ee e 141

GARRAPATAS Y OTROS ECTOPARASITOS EN MURCIELAGOS
CAVERNICOLAS DE UN REFUGIO EN EL NEOTROPICO, LAS ESPECIES
OLVIDADAS ...t e e a e 1

DISPONIBILIDAD DE REGISTROS DE PRESENCIA DE GARRAPATAS Y
PATOGENOS QUE TRANSMITEN PARA DESARROLLAR MODELOS DE NICHO
ECOLOGICO Y DE DISTRIBUCION .......ooeieieeeecececeeeeeee e 7

@?SENASIQ

SERVICIO NAGIONAL DE SANID.

Y CALIDAD AGROAL




Conocimientos y Actitudes de Veterinarios sobre Garrapatas y Enfermedades
Asociadas en Mérida, Yucatan

Knowledge and Attitudes of Veterinarians about Ticks and Associated Diseases in
Merida, Yucatan

Bibiana Aguilar Fuentes, Karla Alejandra Arroyo Solis, Edgar Villarreal Jiménez, Fernando
Puerto Manzano, Henry Noh Pech, Karla Rossanet Dzul Rosado*

Centro de Investigaciones Regionales, Dr. Hideyo Noguchi, Universidad Autbnoma de
Yucatan

*Autor responsable: karla.dzul@correo.uady.mx

ABSTRACT

The present study was designed with the objective of evaluating the level of knowledge,
attitudes, and practices of veterinary professionals in Mérida, Yucatan, regarding ticks and
tick-borne diseases.

Methodology: The study included 90 veterinary professionals from Mérida, Yucatan, who
were given an online survey. The collected data were divided into three main sections:
knowledge, attitudes, and practices. Based on
Knowledge: Six questions about ticks were evaluated, with a majority being correctly
answered by more than 53% of the respondents. Topics included the definition of rickettsia
as a bacterium (58.9%), the means of disease transmission (60%), and the organisms
involved in the bacterium’s life cycle (64.4% responded arthropods). Symptoms such as
fever (72.2%) and joint pain (31.1%) were highlighted.

Based on Attitudes: 82.2% reported having been bitten by a tick, and the majority (51.1%)
removed the tick immediately. 50% perform daily checks for ticks after being bitten. 87.8%
regularly clean their facilities. Based on
Practices: 64.4% use bleach to clean the facilities, and 71.1% follow fumigation protocols.
58.9% use personal protective equipment  when handling animals.
Conclusions: Although many veterinarians in Mérida are familiar with ticks and their
associated diseases, there are significant variations in knowledge and practices. There is a
need to improve continuing education on ticks and tick-borne diseases among veterinarians
to enhance practices and disease management in both animals and public health.

This study suggests that targeted educational programs could close knowledge gaps and
improve tick-borne disease management within the veterinary community in Mérida,
Yucatan.

Keywords: Veterinarian, Rickettsia, Ticks, Mérida, Tick-borne diseases
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INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados. Durante su alimentacion pueden
transmitir patogenos (bacterias, parasitos y virus) a seres humanos y animales. En los
ultimos afios se ha observado un aumento considerable de enfermedades transmitidas por
garrapatas y se ha relacionado con la expansion territorial de las garrapatas hacia nuevas
regiones del mundo, debido principalmente al aumento de las temperaturas [1-2],
afectando tanto a animales como personas, siendo los profesionales veterinarios uno de
los grupos vulnerables debido a la constante exposicion ocupacional [3-4].

Las garrapatas transmiten patogenos mediante su proceso de alimentacidn, generalmente
durante 3-5 dias tras adherirse a la piel [5], siendo las ninfas y hembras adultas
principalmente. Con el cambio climatico, se espera que la propagacion de estas
enfermedades se extienda a nuevas areas [6]. Sin embargo, en Yucatan, la falta de
vigilancia estandarizada de las enfermedades transmitidas por garrapatas genera
incertidumbre entre la poblacion vulnerable, dificultando la prevencion y tratamiento de
estas enfermedades.

Tener mascotas aumenta el riesgo de contacto con garrapatas, ya que tanto los animales
de compaiia como los humanos pueden infectarse por las mismas enfermedades
transmitidas por vectores [7]. En este sentido, los veterinarios juegan un papel clave no
solo en la atencion de los animales, sino también en informar a los duefios de mascotas
sobre los riesgos para la salud publica.

Las garrapatas y los patégenos que transmiten representan un problema significativo para
la salud animal y, en algunos casos, para la salud publica. En zonas tropicales como
Mérida, Yucatan, donde las condiciones climaticas favorecen la proliferacion de estos
parasitos, el conocimiento y las actitudes de los veterinarios son clave para el manejo
adecuado de este riesgo. Este estudio explora el nivel de comprension y las practicas
adoptadas por los profesionales veterinarios en relacion con las garrapatas y las
enfermedades asociadas, con el objetivo de identificar areas de mejora en la prevencion,
diagnostico y tratamiento. Una mejor capacitacion y sensibilizacion de estos profesionales
es esencial para reducir el impacto de las enfermedades transmitidas por garrapatas en la
region.

MATERIALES Y METODOS
El disefio del presente estudio es observacional descriptivo y transversal.

Poblacién y muestra. 17 clinicas veterinarias en Mérida, Yucatan de las cuales
participaron 90 profesionales veterinarios de Mérida, Yucatan.

Reclutamiento de participantes. Se utilizé una lista de clinicas veterinarias en Mérida de
fecha y procedencia desconocidas para inicializar una lista de reclutamiento de posibles
participantes. Dado que se descubri6 que muchas de estas clinicas estaban cerradas
permanentemente, se realizé una busqueda en Google de “[condado] Y clinica veterinaria”
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para todos los condados potenciales y todas las clinicas identificadas se agregaron a la
lista. Se contact6 a todas las clinicas de la lista combinada ubicadas en el centro o sur de
Mérida. La linea fronteriza que delimita las regiones de lllinois se establecié basandose en
el programa de divisiones climaticas de Mérida para la congruencia de la comparacién

Desarrollo de cuestionarios. La encuesta fue desarrollada mediante un software de
encuestas gratuito proporcionado por Google, “google forms”. Dicha encuesta fue disefiada
a modo de que fuera compatible con todos los dispositivos méviles, posteriormente la
encuesta fue proporcionada a los participantes por medio de un link.

La encuesta constd de 21 preguntas abiertas y de opcion multiple propias, divididas en
cuatro dominios: demografia, conocimientos, actitudes y practicas. Las preguntas basadas
en estos conceptos se presentaron en este orden y se agruparon por dominio.

Analisis de datos. Los datos obtenidos fueron pre-procesados antes de su analisis ya que
algunas preguntas eran abiertas y por tal motivo debian ser homogéneos para evitar
confusiones en el analisis. Asimismo, el analisis de datos se realizé en el programa Excel
y todas las variables categoricas fueron descritas por frecuencia y porcentajes.

RESULTADOS

Se contactd a responsables de 17 clinicas veterinarias en Mérida, Yucatan por correo
electronico. En respuesta, 90 personas dieron su consentimiento para participar y
contestaron el cuestionario (n=90).

El 66.7% (60/90) de los participantes fueron mujeres y el 33.3% (30/90) fueron hombres.
La mayoria de los participantes tenia una edad entre los 31-45 afios (32.2%) o 25-30 afios
(31.1%). Asi mismo la mayoria de los encuestados eran veterinarios (64.4%). El 62.2%
trabajaba mas de 40 horas semanales, y el 34.4% atendia mas de 26 perros
semanalmente, mientras que el 30% atendia entre 6-10 gatos.

El 53% de los participantes tienen un alto nivel de conocimiento sobre las garrapatas y las
enfermedades asociadas, destacando que el 58.9% (53/90) mencion6 tener conocimiento
sobre qué es la rickettsias. De igual forma el 60% (54/90) identifico correctamente el
mecanismo de transmision de enfermedades causadas por garrapatas y el 72.2% (65/90)
identifico las sintomatologias principales que estas enfermedades provocan.

Respecto a las actitudes, el 82.2% (74/90) menciono haber sido mordido por una garrapata,
y el 51.1% (46/90) retir6 la garrapata inmediatamente después de su deteccion. Ademas,
el 87.8% (79/90) menciona realizar limpieza en sus instalaciones con la finalidad de reducir
el riesgo de infestaciones por garrapatas.

En cuanto a las practicas, el 64.4% (58/90) menciono el uso de cloro para limpiar las
superficies e instalaciones de las clinicas, mientras que el 71.1% (64/90) mencion6 que
sigue protocolos de fumigacién. El 58.9% (53/90) usa equipo de proteccion personal al
manejar animales, y el 95.6% (86/90) promueve el uso de sustancias o dispositivos
antiparasitarios en los animales que atienden.
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DISCUSION

Los resultados de la encuesta a profesionales veterinarios en Mérida, Yucatan, revelan
que, aunque la mayoria tiene conocimientos sobre garrapatas y las enfermedades
asociadas, existen notables variaciones en la comprension y la aplicacién de protocolos.
Un aspecto preocupante es que el 28.9% (26/90) de los encuestados desconocen en qué
partes de México se presentan estas enfermedades, lo cual es critico dado que las zonas
tropicales son particularmente propensas a brotes.

Respecto a las practicas de fumigacion, el 33.3% de los encuestados realiza este protocolo
cada 1-5 meses, pero un 31.1% no respondié a la pregunta, lo que sugiere que algunos
profesionales no siguen procedimientos preventivos adecuados. Asimismo, el 38.9%
(35/90) menciond no utilizar materiales de proteccion al manipular animales, lo que plantea
serias preocupaciones sobre la higiene y la seguridad, ya que la falta de proteccion puede
facilitar la transmision de enfermedades zoondticas.

En cuanto a los métodos de diagndstico, el 45.6% (41/90) de los encuestados menciond la
PCR como la prueba mas comun para detectar enfermedades transmitidas por garrapatas,
mientras que solo un 3.3% (3/90) menciono el uso de la prueba IDEXX 4DX. Es alarmante
que el 10% no tenga conocimiento de las pruebas disponibles, lo que resalta la necesidad
de una mejor capacitacion en diagnostico veterinario.

CONCLUSION

Los resultados obtenidos muestran que los veterinarios en Mérida, Yucatan, tienen un nivel
considerable de conocimiento sobre las garrapatas y las enfermedades asociadas, con
mas de la mitad de los encuestados identificando correctamente los patdégenos que
transmiten estos ectoparasitos y sus mecanismos de transmision. Ademas, el alto
porcentaje de profesionales que reconoce las principales sintomatologias destaca su
preparacion teorica. Sin embargo, las actitudes y practicas varian, ya que aunque la
mayoria ha sido mordida por una garrapata, solo la mitad retira al parasito de inmediato.
En cuanto a las practicas preventivas, una mayoria significativa sigue protocolos de
limpieza y fumigacion, y casi todos promueven el uso de antiparasitarios en los animales
que atienden. Estos hallazgos reflejan un buen nivel de conocimiento y compromiso en la
prevencion de infestaciones, pero también sefalan areas donde se pueden reforzar las
practicas para minimizar riesgos.
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BmVDAC SE UNE AL PLASMINOGENO’ IN SILICOE IN VITROY LA UNION
POTENCIALIZA LA ACTIVACION DEL PLASMINOGENO.

BmVDAC BINDS PLASMINOGEN /N SILICO AND IN VITRO AND THE BINDING
ENHANCES PLASMINOGEN ACTIVATION.

Mariana Amaro Ibarra®, Minerva Camacho Nuez*, Elizabeth J. Castafneda Ortiz*, Marcos
Morales Reyna*, Juan Mosqueda**, Maria E. Alvarez Sanchez*.

*Universidad Autonoma de la Ciudad de México
**Universidad Autonoma de Querétaro

Correo electronico: mariana.amaro96@gmail.com
ABSTRACT

VDAC is a mitochondrial porin that has been described as a multifunctional protein. We
previously reported a VDAC homologous in Rhipicephalus microplus (BmVDAC) whose
expression increases in ticks during infection with the parasite Babesia bigemina. In
addition, we demonstrated the efficacy of BmVDAC in a bovine vaccination trial; hence, we
are interested in studying the function of this protein. In this work, through molecular
docking, we predicted that BmVDAC binds to Kringle 5 domain of plasminogen, and using
ligand blotting techniques, we demonstrated the specific binding of these two proteins.
Additionally, the results of plasminogen activation assay showed that BmVDAC increases
plasminogen activation. The binding of BmVDAC to Hplg and its role in enhancing the
conversion of HPLg into plasmin could have a relevant function during B. bigemina infection
in ticks, helping the parasite invade tick immune cells in the same way that has been
reported for the enolase proteins of several parasites.

Key words

Rhipicephalus microplus, mitochondrial porin VDAC, plasminogen binding.

INTRODUCCION

Las garrapatas son parasitos artropodos hematofagos presentes en regiones tropicales y
subtropicales de todo el mundo (McCoy et al., 2013) y son el segundo vector después de
los mosquitos (De La Fuente et al., 2008), que transmiten la mayor cantidad de patégenos
a humanos y animales. En México, las infestaciones por Rhipicephalus microplus
representan una amenaza importante para la industria ganadera a nivel mundial. Este
parasito puede dafar al ganado directamente por sus picaduras en casos severos.
infestaciones e indirectamente mediante la transmision de multiples patogenos.

México cuenta con un clima adecuado para el 6ptimo desarrollo y finalizacién del ciclo de
vida de esta garrapata, por esta razon, la industria ganadera enfrenta un complejo desafio
en el control de las infestaciones de garrapatas y los patégenos que éstas transmiten.
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Se estima que mas de 24 millones de cabezas de ganado corren el riesgo de sufrir una
infestacion por garrapatas en este pais, causando pérdidas economicas directamente
relacionadas con las garrapatas de mas de 500 millones de ddlares anuales en carne,
leche, cuero y reproduccion de ganado (Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Para poder controlar multiples especies y cepas de garrapatas, es necesario desarrollar
una nueva vacuna contra las garrapatas. Para ser considerada una vacuna candidata
viable, una proteina debe cumplir los siguientes criterios: multiples especies de garrapatas
deben codificar un homdlogo altamente conservado, debe ser inmunogénica y debe
bloquear el ciclo de vida tanto de las garrapatas como de los patégenos transmitidos por
garrapatas (de la Fuente y Merino, 2013).

El canal anidnico dependiente de voltaje de R. microplus (BmVDAC) se ha probado como
antigeno para una vacuna contra las garrapatas. Los ensayos de vacunacién tuvieron
resultados prometedores, mostrando una eficacia general que oscil6 entre el 34% y el 82%
en bovinos infectados y no infectados con B. bigemina, respectivamente (Ortega-Sanchez
et al., 2020). Las proteinas VDAC desempefan un papel importante en el metabolismo
mitocondrial al regular el transporte de iones como Ca*? y Mg*? y moléculas pequefias
como ADP, ATP y citocromo-C; también puede regular la via intrinseca de la apoptosis ya
sea oligomerizando y liberando el citocromo-C del espacio intermembrana o bloqueando
el trafico de esta molécula (Shoshan-Barmatz et al., 2017, 2010).

Adicionalmente VDAC tiene funciones importantes en patdgenos apicomplexos; en
Plasmodium spp. VDAC esta regulado positivamente en los eritrocitos infectados y se
relocaliza en la membrana celular (Bouyer et al., 2011); de manera similar, BmVDAC esta
regulado positivamente en las células del intestino medio de las garrapatas y se reubica en
grupos durante la infeccion por B. bigemina (Rodriguez-Hernandez, et al., 2015). Es bien
sabido que los parasitos intracelulares necesitan traspasar la matriz extracelular para
invadir sus células huésped, y se ha demostrado que para ello la activacién del
plasminégeno del huésped es un paso crucial.

VDAC-1 ha sido propuesto como un ligando del dominio kringle-5 del plasmindégeno
humano (Liang y Bian, 2016), de ahi nuestro interés en estudiar si BmVDAC podria unirse
al plasmindgeno (Pg) y si esta union podria mejorar su activacion. Los resultados nos
ayudaran a comprender mejor la funcion de BmVDAC durante la infeccion garrapatas por
B. bigemina.

MATERIALES Y METODOS

DOCKING PROTEINA-PROTEINA

Actualmente, no existe ninguna estructura cristalografica publicada para el canal anidnico
dependiente del voltaje (BmVDAC) de R. microplus. La secuencia de aminoacidos de
BmVDAC (GU994210) se usé para generar un modelo 3D basado en homologia con
SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018), utilizando la estructura cristalina del canal
aniénico dependiente del voltaje 2 del pez cebra (PDB: 4BUM) como referencia, asi mismo
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se uso la secuencia de aminoacidos del plasmindgeno humano (HPIg) (NP_000292.1) para
generar un modelo 3D basado en homologia usando el plasmindégeno de Pongo abelii
(PDB: Q5R8X6.1.A) como referencia, la estructura resultante fue utilizado como ligando
para ensayos de acoplamiento molecular y se seleccion6 el dominio Kringle 5 (KSHPIg)
para la interaccion proteina-proteina. Se utiliz6 como receptor la estructura basada en
homologia BmVDAC.

Ambas proteinas se prepararon para la interaccion proteina-proteina utilizando el software
UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 2004), eliminando las moléculas de agua, ligandos y
cofactores que pudieran estar presentes, las predicciones de acoplamiento se realizaron
en el servidor HADDOK 2.4 (van Zundert et al., 2016). Todos los modelos generados se
inspeccionaron utilizando el visualizador Discovery Studio y la aplicacion PyMOL para
observar las interacciones entre ambas proteinas. Ademas, las bolsas moleculares de
BmVDAC se predijeron utilizando el servidor CASTp 3.0 (Tian et al., 2018). Solo las
regiones de bolsillo y no transmembranales de BmVDAC se consideraron accesibles para
la interaccion proteina-proteina.

INDUCCION, EXPRESION Y PURIFICACION DE BMVDAC RECOMBINANTE
(RBMVDAC)

Se utilizé una construccion pColdl/BmVDAC previamente reportada para inducir y purificar
la proteina recombinante BmVDAC (rBmVDAC) como publicamos anteriormente
(Rodriguez-Hernandez et al., 2015). Brevemente, la proteina rBmVDAC se indujo con
isopropil-beta-D-tiogalactopirandsido (IPTG) 1 mM a 15°C durante 24 h y se expreso en
células competentes de Escherichia coli BL21 (DE3), la proteina se purificd en condiciones
desnaturalizadas mediante cromatografia de afinidad HisTrap en un sistema FPLC AKTA
prime Plus (GE Healthcare, SE). Las fracciones recogidas se comprobaron en acrilamida
SDS/PAGE al 10%, se dializaron y cuantificaron mediante método de Bradford.

ENSAYO LIGAND-BLOTTING

20ug de plasminégeno humano (HPIg), de rBmVDAC y de albumina de suero bovino (BSA)
como control negativo, se resolvieron en 3 geles preparativos al 10% SDS/PAGE y se
electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa (BioRad, CA, EE. UU.) que se
bloquearon durante la noche con 5% de leche descremada en PBS-Tween 0,05% (PBS-
T). Se incubaron tiras que contenian 1,8ug de HPIg o BSA con 14ug de rBmVDAC
purificada durante la noche a 4°C. Después de tres lavados, las tiras se incubaron con un
suero bovino anti rBmVDAC (1:500) durante 1 h a 37°C, luego se realizaron tres lavados
con PBS-T y las tiras se incubaron con anticuerpo anti-bovino conjugado con peroxidasa
(1:1750). Las proteinas se detectaron mediante quimioluminiscencia utilizando un sistema
de deteccion de transferencia ECL-Plus (Promega, EE. UU.). Se incubaron tiras que
contenian HPIg o rBmVDAC con un anticuerpo monoclonal de ratén anti-HPIg (1:3500) y
anti-rBmVDAC de suero bovino respectivamente como controles del reconocimiento de
antigeno por parte de los anticuerpos.

ENSAYO DE ACTIVACION DEL PLASMINOGENO
Se mezclaron [15 pg/ml] de rBmVDAC y [20 pg/ml] de plasmindgeno y se incubaron en un
microtubo de 1.5ml durante 1 hora a 37°C. Posteriormente se agregaron 100uL de cada
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tubo en una placa de cultivo celular de 96 pocillos por triplicado, luego se agregaron 50uL
de tPA (activador de plasminogeno tisular humano, Sigma Aldrich #T0831) a 500ng/mL por
pocillo y se incubaron a 37°C durante 15 minutos. Por ultimo, se afadieron 50uL de
Chromozyme PL [0,3 mM] (Roche, n.° 10378461001) por pocillo y se incubaron a 37 °C.
La absorbancia se ley6 a 405 nm cada 2 minutos los primeros 10 minutos, luego cada 5
minutos hasta los 40 minutos, luego cada 10 minutos hasta los 60 minutos y finalmente
cada 15 minutos hasta los 120 min. Se utilizaron como controles pocillos que contenian
sblo plasminégeno con tPA, o rBmVDAC con plasminégeno sin tPA o rBmVDAC sin
plasminégeno. Se aplico un ANOVA de dos vias para los resultados dando un valor de p
<0.0001.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las garrapatas tienen un gran impacto en la salud humana y animal, por lo que la
investigacion para encontrar proteinas para el desarrollo de una vacuna anti-garrapatas es
un esfuerzo de muchos investigadores. Anteriormente hemos informado que la proteina
BmVDAC esta regulada positivamente y reubicada en células del intestino medio de
garrapatas R. microplus infectadas con B. bigemina (Rodriguez-Hernandez et al., 2015)
ademas BmVDAC es inmunogénica y confiere proteccion a los bovinos contra la infestacion
por garrapatas (Ortega-Sanchez et al., 2020), por lo que el objetivo de esta investigacion
es explorar la posible funcion de BmVDAC durante la infeccién de las garrapatas con el
parasito.

VDAC es una proteina identificada en la membrana externa de las mitocondrias (Colombini,
1989) y también ha sido localizada en la membrana plasmatica de varias células (De Pinto
et al., 2010).

Hay algunos informes sobre la interaccion de VDAC humano y el plasminégeno (Gonzalez-
Gronow et al., 2014a, 2014b, 2013, 2007, 2003), particularmente con el dominio Kringle 5
del plasminégeno. En nuestra investigacion hemos predicho la interaccion de BmVDAC
con el plasmindégeno y especificamente con el dominio Kringle 5. La interaccién entre
VDAC vy plasmindgeno se inform6 anteriormente en un modelo humano-humano donde
VDAC es un ligando para el dominio K5 que es necesario para activar el zimoégeno en
plasmina (Liang y Bian, 2016) (Zhang et al., 2022).

El presente trabajo sugiere que podria haber una interaccion similar entre BmVDAC y
Plasminégeno. El modelo BmVDAC-HPg tenia un AG previsto de -220,241 kcal/moles, lo
que sugiere una interaccion espontanea entre las moléculas. Entre las interacciones, se
identificd que ocho residuos de aminoacidos interactuan mediante enlaces de hidrogeno,
los residuos de aminoacidos que participan en BmVDAC se localizan principalmente en la
region carboxilo terminal de la proteina entre ASP185 y LYS27, ambos residuos de
aminoacidos se conservan en varias especies segun nuestro alineamiento reportado
anteriormente (Rodriguez-Hernandez et al., 2012). Ademas, se identifico una superficie
enterrada de 2664.29 A*2, lo que indica una interaccién significativa entre los componentes
del complejo. Dado que el unico plasmindgeno disponible comercialmente para los
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ensayos in vitro fue de plasminégeno humano, se realizd un alineamiento entre
plasminégeno humano y bovino (BPIg).

La alineacién por Clustal Omega mostré una identidad del 78.15% entre las secuencias de
plasminégeno humano y bovino. Para demostrar experimentalmente que las predicciones
anteriores podrian suceder, desarrollamos un ensayo de transferencia de ligando que
demostré que BmVDAC se une especificamente al plasmindgeno. Esta interaccion podria
tener una funcidn relevante en la activacién del plasmindgeno; para demostrarlo,
realizamos un ensayo de activacion del plasmindégeno. Los resultados mostraron que en
presencia de rBmVDAC la cantidad de plasmina aumento significativamente a partir de los
10 min. La unién de BmVDAC al plasmindégeno y su papel potenciador de la activacion del
plasminégeno en plasmina podria tener una funcion relevante durante la infeccion por B.
bigemina en las garrapatas, ayudando al parasito a invadir las células de la garrapata como
se ha informado para la proteina Enolasa en varios parasitos (Ghosh y Jacobs-Lorena,
2011) o la activacion de la apoptosis (Li et al., 2014) que aun no ha sido descrita para la
infeccion de R. microplus con B. bigemina.

CONCLUSIONES

Hasta donde sabemos, este es el primer informe de una proteina VDAC de un organismo
no mamifero que interactua y activa al plasmindégeno; ademas, la alta identidad de VDAC
entre diferentes garrapatas de importancia en la salud humana y animal hace que estos
resultados sean mas relevantes. Se deberian desarrollar mas experimentos en el futuro
cercano para discernir la funcion especificade BmVDAC durante la infeccion de garrapatas
R. microplus por B. bigemina.
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Abstract

Bovine babesiosis is the most important tick-borne cattle disease worldwide, distributed
across tropical and subtropical regions where its vector, the Rhipicephalus tick, is endemic.
Babesiosis caused by Babesia bovis results in the most severe clinical manifestation. The
development of next-generation vaccines represents a safe and sustainable approach to
combating this and other diseases. Although various proteins involved in pathogen
establishment in both cattle and ticks have been identified, their use as individual vaccine
candidates has yielded unsatisfactory results. Therefore, a vaccine combining different
antigens from the pathogen's life cycle represents a promising alternative. In this study, a
chimeric protein was designed in silico, composed of 16 peptides containing B-cell and T-
cell epitopes from 8 different B. bovis proteins, each peptide's immunogenicity and/or
biological effect having been previously evaluated. The in silico design included predictions
of molecular weight, isoelectric point, and hydrophilicity. A synthetic gene with the nucleotide
sequence corresponding to the chimeric protein was obtained and subsequently cloned into
a Bacillus subtilis expression system. The result was a 1,116-nucleotide gene encoding a
372-amino acid protein, with a predicted molecular weight of 41.69 kDa and an isoelectric
point of 5.07, predicted as hydrophilic. This protein was obtained in a soluble form in the
culture medium of B. subtilis transformed with the chimeric gene and was recognized by
specific antibodies.
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Introduccion

La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas causada por
protozoarios intraeritrocitarios del género Babesia, principalmente causada por Babesia
bovis, Babesia bigemina y Babesia divergens, siendo B. bovis la que genera los cuadros
clinicos mas graves. En México, las garrapatas del género Rhipicephalus, vectores de esta
enfermedad, estan ampliamente distribuidas gracias a las condiciones climaticas, lo que
expone de manera constante al ganado mexicano a la babesiosis. Las vacunas actuales
para esta enfermedad se basan en sangre bovina infectada, lo que presenta varias
desventajas en cuanto a manejo, bioseguridad y efectividad contra diferentes aislados,
ademas de no estar disponibles comercialmente en el pais. El desarrollo de nuevas
vacunas utilizando ingenieria genética y basadas en proteinas que intervienen en
diferentes etapas del ciclo de vida de Babesia se perfila como una alternativa mas segura,
viable y sostenible para combatir esta enfermedad (Bock et al., 2004; J. Mosqueda et al.,
2012; Rodriguez-Vivas et al., 2017).

Las vacunas basadas en proteinas recombinantes poseen ventajas sobre las basadas en
el propio patdégeno respecto a seguridad, su facil y econdmica obtencion en el laboratorio,
ademas de que se pueden obtener proteinas totalmente optimizadas y disefiadas de
acuerdo con objetivos en especifico. Sin embargo, su produccion en sistemas bacterianos
Gramnegativos como E. coli, puede traer ciertas desventajas entre los cuales se
encuentran proteinas mal plegadas, tener modificaciones postraduccionales no deseadas
que pueden hacer a la proteina de interés toxica al momento de administrarse, poco soluble
o ser degradada rapidamente. En este sentido, los sistemas de produccion de proteinas
en la bacteria Grampositiva B. subtilis son reconocidos por tener una gran capacidad de
secrecion, altos rendimientos de produccién, y por no ser toxicas (Cid & Bolivar, 2021;
Souza et al., 2021).

Vacunas multiepitopicas, basadas en péptidos con epitopos B predichos, ya han sido
desarrolladas previamente en organismos similares a Babesia, como Toxoplasma gondiiy
Plasmodium falciparum, obteniendo resultados prometedores. En este proyecto, se
desarroll6 un candidato vacunal experimental contra la babesiosis bovina causada por B.
bovis, basado en regiones conservadas de proteinas del parasito implicadas tanto en la
invasion de eritrocitos, interaccion con el sistema inmunitario del hospedante vertebrado
como en las células intestinales de la garrapata vector (Draper et al., 2015; J. Mosqueda
et al., 2012; Marcelino et al., 2012). A partir de secuencias reportadas de 8 diferentes
proteinas, TCTP, RON2, AMA1, MSA-2c, HSP20 y RAP-1, Enolasa y HAP-2, se
seleccionaron péptidos con epitopos B y T predichos a los cuales se les evaluo previamente
su inmunogenicidad y efecto biologico de los anticuerpos generados. Los péptidos
seleccionados se ensamblaron in silico en un constructo quimérico, del cual se predijo la
secuencia de nucledtidos codificante y se obtuvo en un gen sintético, el cual fue usado
para clonarse en un sistema de expresion de B. subtilis.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO DE LA PROTEINA QUIMERICA

Los péptidos seleccionados de las proteinas Enolasa, HAP2, TCTP, RON2, AMA-1, RAP-
1, MSA-2c y HSP20 se usaron para disefiar una proteina quimérica in silico. Los péptidos
seleccionados primero fueron agrupados por antigeno, disponiendo uno seguido de otro
para ser evaluados con la finalidad de no generar epitopos yuxtapuestos. Estos acomodos
de péptidos se analizaron en los servidores del BCEpred, ABCpred e IEDB. Si se identificd
una region yuxtapuesta como epitopo B por mas de un servidor, se prosiguié a mover de
orden los péptidos. Si con esta estrategia no se logré eliminar epitopos yuxtapuestos se
afadié una secuencia espaciadora.

Una vez obtenidos los grupos de péptidos de todos lo antigenos en un orden donde no se
identificaron epitopos yuxtapuestos, se prosiguié a distribuirlos en orden siguiendo las
mismas instrucciones antes descritas. Una vez seleccionada la version de la proteina
quimérica, se predijeron sus cualidades fisicoquimicas con el servidor Expasy.

El gen que codifica a la proteina quimérica disefiada se envio a sintetizar quimicamente
para obtenerse en un vector plasmidico a GeneArt de Thermo Fisher Scientific
(Regensburg, Alemania).

Generacion recombinante de la proteina quimérica

El gen sintético se amplificé mediante PCR con oligonucleétidos especificos con sitios de
restriccion para las enzimas Sacl y Xbal, para posteriormente clonarse dentro del plasmido
pBE-s (Takara-Bio Inc., Kusatsu, Japan), el plasmido obtenido se usé para transformar
células E. coli TOP10 las cuales se crecieron en agar LB+Ampicilina (100ug/ml). De las
colonias obtenidas se realiz6 PCR de colonias para identificar aquellas colonias positivas,
una de ellas se crecio en medio LB con ampicilina, y se extrajo ADN plasmidico. A dicho
ADN plasmidico se le realiz6 una digestion con las enzimas Mlul y Eco52| para
posteriormente insertar la mezcla de péptidos sefial SP DNA Mix (Takara-Bio Inc., Kusatsu,
Japan) y se ligaron con el kit In Fusion (Takara-Bio Inc., Kusatsu, Japan). La libreria de
plasmidos con diferentes péptidos senal se usé para transformar células TOP10 y se
sembraron el agar LB con ampicilia. Las colonias obtenidas se cosecharon en conjunto y
se les extrajo ADN plasmidico. Dicho ADN plasmidico obtenido fue usado para transformar
células B. subtilis RIK1285, las cuales se sembraron en agar LB con kanamicina (10 ug/ml)
y las colonias obtenidas se sembraron en medio LB con kanamicina y se incubaron 24
horas a 200 rpm a 37°C. Posteriormente el cultivo se centrifugd para separar el medio de
cultivo del paquete celular. Con el medio de cultivo obtenido se realizaron SDS-PAGE vy
Western Blot para detectar la etiqueta de Histidinas de la proteina recombinante.

Resultados y discusién

Se consiguié ensamblar una proteina quimérica con 16 péptidos de las 8 proteinas antes
descritas, no se identificaron epitopos yuxtapuestos por mas de un servidor bioinformatico
y que no mostraba identidad con proteinas del bovino, la proteina se nombro
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BbovCHPVv14.2.8, esta proteina cuenta con 372 aminoacidos, peso molecular de 41.69
Kda, punto isoeléctrico de 5.07 e indice GRAVY de -0.599.

El gen que codifica a la proteina recombinante se cloné eficientemente en el plasmido pBE-
s junto con la libreria de péptidos sefal. Se obtuvieron 10 colonias de B. subtilis que
contenian el gen quimérico. La presencia de la proteina recombinante fue confirmada
mediante el reconocimiento especifico por anticuerpos anti-His en el medio de cultivo en
las colonias 1,2,3, 7,8,9 y 10.

Este conjunto de resultados muestra un gran avance hacia el desarrollo de una vacuna
recombinante eficaz contra la babesiosis bovina. La produccion exitosa de la proteina
quimérica en Bacillus subtilis, un sistema de expresion sin endotoxinas, ofrece ventajas
sobre otros sistemas bacterianos, ya que permite una mayor biocompatibilidad y menores
costos de produccion (Yang et al., 2021). Sin embargo, futuros estudios deben centrarse
en la evaluacion inmunogénica de BbovCHPv14.2.8, tanto in vitro como in vivo, para
determinar su capacidad de inducir una respuesta protectora robusta y especifica en
bovinos. Finalmente, los ensayos de neutralizacion y desafio con el parasito Babesia bovis
seran criticos para validar la eficacia de este candidato vacunal en condiciones reales. Si
bien estos resultados preliminares son prometedores, el éxito de BbovCHPv14.2.8 como
vacuna depende de la confirmacion de su inmunogenicidad y proteccion contra la infeccidon
en modelos animales (Palmer & McElwain, 1995; Vos & Bock, 2006).
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus, also known as the cattle tick, is an ectoparasite that infests more
than half of the cattle population, mainly in tropical and subtropical areas, affecting bovine
health by being responsible for transmitting diseases such as babesiosis and bovine
anaplasmosis, and therefore causing significant economic losses to the livestock industry.
Currently, there are different control methods ranging from the use of acaricides to the use
of vaccines. In this work, the immunogenicity of vitellogenin and chitinase conserved
peptides, containing B-cell epitopes of R. microplus was evaluated as well as their efficacy
in reducing the reproductive fitness of this tick. For this purpose, three bovines were
immunized subcutaneously with 100 ug of each peptide, emulsified in commercial adjuvant.
Four immunizations were applied with 21-day intervals between each application.
Subsequently, blood serum samples were obtained from each immunization, which were
used to perform indirect ELISA analysis to determine antibody generation. To evaluate the
efficacy in reducing the reproductive capacity of R. microplus, groups of recently moulted
adult ticks were artificially fed with serum from each of the challenged peptides until their
feeding period was over. Reproductive parameters such as: weight of egg mass and
hatched larvae were then evaluated.

Palabras clave: anticuerpos protectores, garrapatas, vacunas recombinantes

INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus es el principal ectoparasito que afecta al ganado
bovino, principalmente en zonas tropicales y subtropicales, se estima que el 80 % de la
poblacién mundial de bovinos se encuentra infestada y afectada por esta garrapata
(Rodriguez-Vivas et al., 2018) (Demessie y Derso, 2015). En general, las garrapatas
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representan un problema para la salud, tanto de humanos, como para animales domeésticos
y silvestres, esto se debe a la gran cantidad de enfermedades que transmiten (Rodriguez-
Vivas et al., 2011) (Dai et al., 2010). En el caso particular de R. microplus, representa un
riesgo potencial por ser responsable de transmitir patégenos importantes para la ganaderia
entre los que destacan Babesia bovis, Babesia bigemina, y Anaplasma marginale
(Betancur-Hurtado y Giraldo-Rios, 2019).

Para combatir las infestaciones de garrapatas, los productos comunmente utilizado son los
acaricidas (Almazan et al., 2018) (Sousa et al., 2022). Los cuales no resultan de todo
eficaces, ya que hoy en dia R. microplus ha creado una resistencia contra los acaricidas
convencionales (De La Cruz Diaz etal.,, 2023). Existen alternativas para el control,
denominado control bioldgico el cual consiste en el uso de agentes biologicos que afecten
directamente a la garrapata, entre ellos estan bacterias, parasitos y hongos, los cuales han
tomado relevancia para amortiguar los efectos negativos de los métodos de control quimico
(Samish et al., 2004).

También se han probado vacunas de proteinas recombinantes, estas resultan ser una
alternativa bastante atractiva debido a que resulta ser mas econdémica y al ser utilizadas
en conjunto con acaricidas convencionales puede incrementar su efectividad y reducir el
periodo de aplicacion (Galvan Arellano et al., 2023). Actualmente se buscan proteinas de
garrapatas que pueden funcionar como antigenos para el control de estos ectoparasitos
(Guerrero et al., 2012)

MATERIAL Y METODOS

ANIMALES

Para el desafio de inmunizacion se utilizaron 15 bovinos mestizos de razas europeas (Bos
taurus). Estos animales pertenecen al hato del Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), campo experimental “Valle del Guadiana®,
ubicado en Durango, Dgo. México. Dicho hato se encuentra libre de garrapatas. Los
animales seleccionados se encontraban sanos y con un peso inicial promedio de 465 kg y
se mantuvieron en pastoreo extensivo en las mismas instalaciones.

DESAFiIO DE INMUNOGENICIDAD

Se prepararon las dosis vacunales por cada péptido, las cuales consistian en una mezcla
y emulsion del péptido (antigeno) en una solucién oleosa, cada dosis tuvo 100 ug del
antigeno respectivo y un volumen final de 1 ml la cual estuvo constituida por una fase
acuosa conformado por la dilucion del péptido en buffer PBS estéril con un pH de 7,4, y
una fase oleosa, para la cual se utilizé un adyuvante Montanide™ ISA 201 VG (Seppic,
Francia), que se emulsiond por sonicacion. A la par se realizaron las dosis control las cual
consistié en partes iguales de buffer PBS y el adyuvante. Se destinaron tres animales por
péptido y tres animales como control. Los animales fueron inmunizados por via subcutanea
un total de 4 veces con intervalos de 21 dias. Se recogieron muestras de suero sanguineo
antes de cada inmunizacion y 12 dias posterior a la ultima.
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ANALISIS DE INMUNOGENICIDAD

Las muestras de suero obtenidas fueron analizadas con la técnica de ELISA indirecta para
determinar la respuesta de anticuerpos para cada péptido en cada inmunizacion. Para esto,
se utilizaron placas de ELISA de 96 pozos, las cuales fueron recubiertas con 100 pL del
péptido diluido en buffer de carbonatos (carbonato/bicarbonato pH 9,6) en una
concentracion que oscila entre 1 y 2 ygmL-1 (previamente estandarizada para cada
péptido) y se incubo a 4°C durante 12 horas. Después de la incubacion, se procedié a lavar
los pocillos con 200 uL de buffer PBS Tween 0.005% por 3 veces, una vez seca la placa
se procedid a bloquear cada pozo con 200 uL de una dilucion al 5% de leche descremada
disuelta en PBS Tween 0,005%. La placa se cubrio y se incub6 a 37°C agitando a 200rpm
durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se procedié a lavar nuevamente 3 veces. Se
agregaron 100 pL de una dilucidn del suero sanguineo en PBS Tween 0.005% en una
dilucién de 1:500. Cada muestra de suero se evalud por triplicado. Se procedio a tapar e
incubar a 37 °C agitando a 200rpm durante 1 hora. Se lavaron 3 veces para luego anadir
100 pl de una dilucion de IgG H+L con HRP de bovino (Goat anti bovine IgG conjugated to
horseradish peroxidase) en buffer PBS Tween 0.005% en una concentracion de 1:2000
para nuevamente incubar a 37°C con agitacion a 200rpm durante 1 hora. Nuevamente se
procedid a realizar una ronda de lavado final, por ultimo, se anadié una mezcla de acido
citrico, fosfato de sodio dibasico y 4 uL de peroxido de hidrégeno al 30% en cada pocillo y
se dejo reposar por 25 minutos para posteriormente ser leida en un lector de placa ELISA
a una longitud de onda de 450 nm.

RESULTADOS

Los datos obtenidos en las pruebas de ELISA indirecta muestran que tres péptidos de
vitelogenina tuvieron una respuesta significativa a partir de la segunda inmunizacion. En el
caso de Vitelogenina 1 dos de los tres bovinos tuvieron una respuesta inmune a partir de
la segunda inmunizacién, para la tercera inmunizacion los tres bovinos ya contaban con
anticuerpos y asi la mantuvieron. Para el caso de Vitelogenina 2 solo dos bovinos
presentaron anticuerpos especificos al antigeno a partir de la segunda y tercera
inmunizacion.

Vitelogenina 3 solo dos bovinos tuvieron respuesta inmunoldgica a partir de la segunda
inmunizacion, en el caso de chitinasa 4 solo un bovino presento anticuerpos a partir de la
tercera inmunizacion. Todos los péptidos fueron comparados con bovinos control los cuales
no presentaron respuesta contra ninguno de los péptidos desafiados.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se demostré que los péptidos desafiados resultaron producir
anticuerpos en los bovinos inmunizados. De los péptidos desafiados, los de vitelogenina 1,
2 y 3 generaron respuesta en al menos dos individuos después de la segunda
inmunizacién, mientras que la quitinasa 4 solo tuvo efecto en uno de los bovinos.
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ABSTRACT

Ticks are vectors of pathogenic microorganisms for humans and animals. Due to the
increase in cases of TBD, the identification in ticks of bacteria with pathogenic potential can
support the control of these diseases. Therefore, the objective of this work is to preliminarily
evaluate the prevalence of Rickettsia, Borrelia burgdorferi and Ehrlichia canis in ticks from
Chihuahua. Ticks were collected from municipalities of Chihuahua, PCR analysis was
performed for the identification of Rickettsia sp. from Spotted Fever Group (SFG) and
Typhus Group (TG), Borrelia burgdorferi and Ehrlichia canis, in addition to the analysis by
16S ribosomal sequencing. A total of 1961 Rhipicephalus sanguineus ticks were collected
in 2022, mainly from Nuevo Casas Grandes and Juarez. An overall prevalence of 12% of
Rickettsia SFG, 7% of Borrelia burgdorferi and 2% of Ehrlichia canis was found. Of 35 tick
samples from homes with confirmed clinical cases of Spotted Fever, 3 (8.57%) were positive
for Rickettsia SFG. The total minimum range of infection (MRI) was 2.49% for Rickettsia
SFG, 2.10% for B. burgdorferi and 0.6% for E. canis. This work gives a preliminary overview
of the prevalence of Rickettsia SFG and TG, B. burgdorferi and E. canis in municipalities of
Chihuahua, which may contribute to the control of TBD.

PALABRAS CLAVE
Rickettsia, Ehrlichia, Borrelia, garrapatas, Chihuahua

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por garrapatas (ETG) engloban una extensa gama de
padecimientos zoondticos que afectan a humanos y animales. Producen sintomatologias
que pueden ir desde casos leves hasta severos e incluso mortales. Ocurren en ambientes
donde existe el traslape entre garrapatas, que actuan como vectores competentes, el
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agente etiologico y el hospedador reservorio. Estas enfermedades son transmitidas por
garrapatas de diferentes géneros y especies hacia los hospedadores adecuados, dentro
de los que se encuentran animales domesticos y silvestres como rumiantes, aves de corral,
roedores y perros. Ocasionalmente, las garrapatas muerden a los humanos y le transmiten
patogenos; sin embargo, son considerados hospedadores accidentales y no forman parte
del ciclo biolégico de las garrapatas (Rochlin & Toledo, 2020).

Las ETG son producidas por patdogenos bacterianos, virales y protozoos que se difunden
a través del torrente sanguineo a varios organos. En el caso de las bacterias transmitidas
por garrapatas, el 90% forma parte de las familias Rickettsiaceae, Anaplasmataceae y
Spirochaetaceae (Rochlin & Toledo, 2020). Causan enfermedades zoondticas
caracterizadas por fiebre, dolor de cabeza, artralgia, escalofrios y mialgia; en casos
particulares, sintomas gastrointestinales como vémitos y dolor abdominal, y sintomatologia
que puede llegar a ser severa e incluso mortal (Rodriguez & Oteo, 2020).

Las especies del género Rickettsia que principalmente provocan enfermedad en humanos
se encuentran dentro de los grupos de las Fiebres Manchadas (SFG) y de las Fiebres
Tificas (TG) aunque existen otros grupos. Uno de los patégenos mas comunes para los
humanos reportados en América es Rickettsia rickettsii, agente causal de la Fiebre
Manchada de las Montanas Rocosas (FMMR). Diversas especies del género Ehrlichia
causan enfermedades en humanos. E. chaffensis provoca la ehrlichiosis monocitica
humana caracterizada por fiebre, mialgias, dolor de cabeza y malestar general, por lo que
el diagnostico suele confundirse con otros sindromes febriles (Anaya-Ramirez et al., 2017).
La enfermedad de Lyme es ocasionada por la bacteria Borrelia burgdorferi, ocasiona en
humanos sintomas similares al resfriado y el eritema migrans (Strnad et al., 2023).

EPIDEMIOLOGIA DE LAS ETG

En México, se realiza el reporte y seguimiento de la FMMR y de otras rickettsiosis a través
de la Direccion General de Epidemiologia. En el 2023, Chihuahua fue el estado con mayor
numero de casos de FMMR vy el cuarto lugar en otras rickettsiosis. Hasta la semana 37 de
2024, Chihuahua ocupa el tercer lugar casos confirmados de FMMR y otras rickettsiosis
(DGE, 2024). Existen estudios realizados en distintos estados de la Republica Mexicana
qgque han documentado la presencia de Rickettsia spp., R. rickettsi, Ehrlichia spp., A.
phagocytophilum y Borrelia burgdorferi en garrapatas, perros o animales silvestres; esto
resulta importante ya que la identificacion de bacterias causales de ETG en animales y
garrapatas, es indicativo de la circulacion de los mismos en una zona en particular (Sosa-
Gutiérrez et al., 2021).

El incremento en la incidencia ademas de la falta de vacunas efectivas contra ETG, ha
convertido a estos padecimientos en una preocupacién en temas de salud publica, debido
al impacto sobre la salud humana y animal. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
desarroll6 el concepto de “Una Salud” (One Health) que promueve el estudio de la
circulacién y diseminacion de patdogenos entre animales y humanos para un mejor cuidado
de la salud publica. Con base en este enfoque, es de importancia el estudio de la expansion
de las poblaciones de garrapatas y de los patdégenos que circulan en las diferentes zonas
geograficas para el desarrollo de estrategias de control de ETG (Banovic et al., 2021).
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Por lo anterior, es importante actualizar el conocimiento de la prevalencia de géneros
bacterianos como Rickettsia, Ehrlichia y Borrelia a través de la identificacion de los
microorganismos circulantes en la zona y de esta forma coadyuvar en la planificar
estrategias apropiadamente adaptadas a la region de Chihuahua para la prevencion de la
expansion de las garrapatas y por lo tanto de la transmision de bacterias patogenas. Por
lo que el objetivo de este trabajo fue realizar la evaluacién preliminar de Rickettsia spp. del
Grupo de las Fiebres Manchadas (SFG) y Grupo de las Fiebres Tificas (TG), Borrelia
burgdorferi'y Ehrlichia canis en garrapatas de zonas con reporte de casos de FMMR en
municipios de Chihuahua.

MATERIALES Y METODOS

RECOLECCION DE GARRAPATAS

Las garrapatas se recolectaron de domicilios con casos sospechosos de FMMR en siete
municipios del estado de Chihuahua. Se removieron directamente de las casas, patios o
perros de cada domicilio. Todas las garrapatas se mantuvieron en etanol al 70%. Se
recolectaron datos de la ubicacion geografica y lugar de la recoleccién. La identificacion de
las garrapatas a nivel de especie fue realizada por un taxbnomo experto de la Secretaria
de Salud de Chihuahua de acuerdo con los criterios utilizados en las guias taxonémicas.

EXTRACCION DE ADN GENOMICO

Para la extraccion del ADN de las garrapatas se realizaron pooles de 2 a 10 garrapatas por
domicilio. Las garrapatas se retiraron de los viales para evaporar el etanol. Se lavaron con
agua destilada estéril y se dejaron secar. La homogenizacion de las garrapatas se realizé
mediante disrupcion completa utilizando un homogenizador manual. Se utilizé el kit
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Germantown, MD, E.U.A ) para la extraccion de ADN de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las concentraciones y la calidad del ADN se
cuantificaron en Nanodrop One (Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, E.U.A.).

DETECCION DE PATOGENOS POR PCR

La amplificacion del gen ompB de Rickettsia del grupo de las Fiebre Manchada (SFG) y del
Grupo de las Fiebres Tificas (TG) se realizdé en una reaccion anidada utilizando para la
primera reaccién las concentraciones finales de 1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTP, 0,1
um de los cebadores rompB OF y rompB OR, 0,05 u/ml de taq polimerasa y 30 ng de ADN.
Las condiciones de amplificacién fueron: desnaturalizacion de 5 min a 95°C seguido de 35
ciclos a 95 °C por 15 s, 54°C durante 15 s y 72°C durante 30 s y un ciclo final a 72°C
durante 3 min. Para la segunda reaccion las concentraciones de amplificaciones fueron de
1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de dNTPs, 0,05 um de primers rompB SFG/TG IR, rompB TG IF
y rompB SFG IF, 0,05 u/ml de Taq polimerasa y 30 ng de ADN. La condicion de
amplificacion fue desnaturalizacion a 95°C durante 5 min, 35 ciclos de elongacion a 95°C
durante 15 s, 56°C durante 15 sy 72°C durante 30 s, y una extensién final de 3 min a 72°C.
La deteccion de Ehrlichia canis se realizé con la amplificacion del gen 78S rRNA con las
concentraciones finales de 3mM MgClz, 0.2mM dNTPs, 0.1um primers HE3-2F y ECA-2R,
0.05 u/ml Taq polimerasa y 30 ng de ADN. Las condiciones de PCR fueron 94°C por 5 min,
35 ciclos a 94°C, 30 s, 63°C, 30 s, 72°C, 30 s, y una extension final a 72°C por 1 min. Para
la deteccion del gen ospA de Borrelia burgdorferi, las concentraciones finales fueron 3mM
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MgClz, 0.2mM dNTPs, 0.05um de primers BSLF y BSLR, 0.025 u/ml Taq polimerasa y 30ng
de ADN; las condiciones de PCR fueron 95°C por 2 min, 40 ciclos de 95°C por 20 s, 56°C
por 30 s, 72°C por 30 s y una extension final de 72°C por 7 min (Ortega-Morales et al.,
2019; Sosa-Gutiérrez et al., 2021).

SECUENCIACION DEL GEN 16S RIBOSOMAL
Se secuencio la regidn hipervariable V3-V4 del gen 16S ribosomal de 14 muestras. La
secuenciacion se realizo en el Centro de Biotecnologia Genomica del IPN mediante MiSeq
lllumina de acuerdo con las guias del fabricante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se recolectaron 1961 garrapatas duras totales provenientes de 208 pooles de domicilios
con casos probables de FMMR de municipios de Chihuahua. Fueron identificadas como
Rhipicephalus sanguineus. Los pooles obtenidos en cada municipio fueron: 1 en Balleza,
28 en Buenaventura, 13 en Casas Grandes, 79 en Juarez, 83 en Nuevo Casas Grandes, 3
en Hidalgo del Parral y 1 en Villa Ahumada.

A partir de los 208 pooles analizados, se obtuvo una prevalencia general del 7% para B.
burgdorferi, del 2% para E. canis, del 12% para Rickettsia del Grupo de las Fiebres
Manchadas y de 0% para Rickettsia del Grupo de las Fiebres Tificas.

Los municipios con las mayores prevalencias para Rickettsia SFG, E. canis 'y B. burgdorferi
fueron Juarez con prevalencias del 10%, 2.5% y 7.6% respectivamente y Nuevo Casas
Grandes con prevalencias del 15%, 2.4% y 10.8% respectivamente.

En el analisis preliminar de 14 pooles por secuenciacion de 16S ribosomal provenientes de
Casas Grandes y Nuevo Casas Grandes, fueron identificadas bacterias de interés médico,
encontrando Diplorickettsia masiliensis en 12 pooles, Coxiella burnetii en 7 pooles,
Rickettsia spp. en 6 pooles, Coxiella cheraxi en 5 pooles, Rickettsia akari en 1 pool y a
Rickettsia montanensis en 1 pool.

Se determind un rango de infeccion minima general de 2.49%, 1.8% y 0.6% para Rickettsia
SFG, B. burgdorferiy E. canis respectivamente. De 35 pooles de garrapatas provenientes
de domicilios con confirmacion de FMMR (mediante PCR realizada por el INDRE) solo el
8.57% fue positivo a Rickettsia SFG. En el 9.09% de 44 pooles de domicilios con casos
descartados para FMMR por el INDRE se identificd a Rickettsia SFG.

La identificacion de posibles microorganismos patégenos transmitidos por garrapatas es
de importancia en salud publica, ya que desde un enfoque “Una Salud”, es necesario
conocer los patégenos circulantes en la regién de Chihuahua para orientar la sospecha
clinica de patdogenos de enfermedades transmitidas por garrapatas. En este estudio se
encontro una prevalencia del 12% de Rickettsia perteneciente al Grupo de Fiebres
Manchadas, la cual es mayor en comparacion con otros trabajos realizados en Juarez
donde la prevalencia fue del 5% (Lopez-Pérez et al., 2022); Esto puede deberse a que las
garrapatas de este trabajo provienen de zonas con casos sospechosos de FMMR. Por otro
lado, la prevalencia de E. canis fue del 2%, menor que reportes previos donde se encontrd
una prevalencia de 7% en perros de Cd. Juarez (Lira-Amaya et al., 2023). B. burgdorferi

26

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



tuvo una prevalencia del 7%, mayor a la reportada en estudios realizados en la Biosfera de
Janos donde se identificd en el 2% de las muestras provenientes de garrapatas R.
sanguineus (L6pez-Pérez et al., 2019).

Uno de los patégenos encontrados por secuenciacion del 16S ribosomal en siete muestras
fue C. burnetii, el cual es el agente causal de la fiebre Q, aunque se transmite en las
garrapatas de forma transovarica y transestadial, la infeccion no es homogénea en todas
las garrapatas, por lo que es un hallazgo importante (Duron et al., 2015). El género
Rickettsia fue menos abundante que el género Coxiella; en trabajos anteriores se ha
planteado la hipotesis de la competencia entre ambos géneros por la colonizacién de la
garrapata, lo que podria explicar su diferencia en este trabajo ((René-Martellet et al., 2017).

Se observo que la cantidad de casos confirmados es mayor en comparacién con las
muestras de garrapatas positivas a Rickettsia SFG recolectadas del mismo domicilio donde
se produjo el caso clinico. Lo anterior puede deberse a que no todas las garrapatas se
encuentran infectadas con R. rickettsii u otro patégeno, lo cual puede explicarse ya que el
rango minimo de infeccién para Rickettsia del SFG fue de 2.10%, similar a otros lugares
con casos endémicos de rickettsiosis (Ortega-Morales et al., 2019).

Los resultados de este estudio pueden contribuir a la comprensiéon de la dinamica de
transmision de enfermedades por garrapatas en las localidades analizadas. Este estudio
tuvo interés en el abordaje de la problematica de las ETG desde un punto de vista de “Una
Salud” debido a que es necesario estudiar los patdgenos que pueden ser transmitidos por
R. sanguineus en Chihuahua.

CONCLUSIONES

Este trabajo proporcion6 un panorama preliminar de la prevalencia de Rickettsia de los
grupos SFG y TG, B. burgdorferi y E. canis en municipios de Chihuahua, ademas de
identificar otros posibles patdégenos en garrapatas de Chihuahua, lo cual puede contribuir
al desarrollo de politicas de salud publica locales.
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus is the primary vector of bovine babesiosis. Both vector and
pathogen represent severe economic loss for the livestock industry. Altering the tick
microbiota is a novel, promising approach to prevent pathogen transmission and lower the
tick’s offspring viability. The present study examines the microbiota changes in R. microplus
during Babesia bovis infection. Two calves were infested with 1 g of R. microplus larvae,
with one calf subsequently infected with B. bovis. Engorged female ticks were collected and
dissected at 0- and 72-hours post-repletion. Total DNA from midgut was extracted,
sequenced using the lllumina MiSeq platform and analyzed with Aldex2, Qiime2, and
NetSwan R packages. Results indicated that uninfected ticks at Oh have a more diverse
microbiota in comparison to infected ticks at the same post-repletion time or uninfected ticks
at 72hh post-repletion. Network topology also showed a more modular arrangement in the
infected and 72-h post-repletion networks. The relative abundance and centrality values of
the network nodes allowed us to identify 6 keystone taxa for the uninfected groups and the
0-h infected group, and 4 keystone taxa in the 72-h infected group. Among the keystone
taxa found was Lactobacillus, Moraxella and the Escherichia-Shigella cluster. The present
study showed that both the B. bovis infection and post-repletion time are factors that highly
impact the diversity and topology of the microbial networks, which also impacts its keystone
taxa.
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INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados que habitan regiones templadas,
tropicales y subtropicales en todo el mundo (Sonenshine & Roe, 2014). La fecundidad,
capacidad de permanencia en el ambiente, modo de alimentacién y capacidad de infectar
a multiples hospedantes han hecho que las garrapatas hayan sido naturalmente
seleccionadas como vectores de patégenos como Babesia spp., Anaplasma spp.,
Rickettsia spp., entre otras (Estrada-Pefia, 2015).

En México, la garrapata dura Rhipicephalus microplus es la garrapata de mayor
importancia para la salud del ganado bovino, estando presente en un 65.96% del territorio
nacional (SENASICA, 2023). Las infestaciones de esta garrapata son causa de pérdidas
econdmicas en la industriade carne y lacteos a causa de la pérdida de peso de los animales
y en la industria de las pieles por las lesiones que provocan las picaduras (Calvano et al.,
2019). En México, las autoridades han llevado a cabo esfuerzos para controlar la poblacion
de garrapatas y disminuir su impacto (asi como el de los patdgenos que transmite) en la
industria ganadera (SENASICA, 2023). De igual manera, R. microplus es el principal vector
de Babesia bovis y Babesia bigemina, causantes de la babesiosis bovina (“Tick-Borne
Protozoa,” 2014). La babesiosis bovina, causada por B. bovis y B. bigemina, tiene un
cuadro clinico caracteristico que incluye fiebre aguda, anemia hemolitica, hemoglobinuria,
ictericia, anorexia, abortos y la muerte del animal en casos severos (Bock et al., 2004). En
particular, B. bovis provoca cuadros nerviosos a causa de agregacion de eritrocitos
infectados en capilares pulmonares y cerebrales (Bock et al., 2004). Para evitar las
complicaciones causadas por las garrapatas y los patdgenos que transmiten son
necesarias estrategias de control efectivas, capaces de disminuir la poblacién de
garrapatas en el ambiente y la transmisién de patégenos.

El uso de acaricidas es el método de control de garrapatas mas comunmente usado
actualmente. Sin embargo, el uso irresponsable de estos farmacos ha provocado la
aparicion de cepas multirresistentes, a la contaminacion del suelo y a la disminucion de
insectos polinizadores (Graf et al., 2004). A causa de esto, nuevos métodos de control han
sido desarrollados e implementados con diversos niveles de éxito. Por ejemplo, el uso de
vacunas en conjunto con meétodos previamente utilizados ha logrado disminuir la severidad
de las infestaciones en algunos casos. Sin embargo, la variabilidad en los antigenos
usados ha impedido un uso extendido de esta estrategia (Merino et al., 2013). De igual
manera, se ha planteado el uso tanto de vacunas vivas atenuadas como de vacunas
recombinantes para reducir los efectos de la babesiosis bovina. Sin embargo, algunas
desventajas como el alto costo de produccion y riesgo de reversidn a la patogenicidad de
las vacunas vivas atenuadas, como la necesidad de refuerzos constantes de las vacunas
recombinantes, han impedido su uso generalizado (Jaramillo Ortiz et al., 2019).

Como respuesta a esto, se han llevado a cabo esfuerzos para desarrollar nuevas
estrategias para el control de la garrapata. Una de las estrategias mas prometedoras es el
uso de vacunas dirigidas a la microbiota de las garrapatas. El objetivo de estas vacunas es
que, trans inmunizar al hospedante mamifero, la garrapata se alimenta de sangre que
contiene anticuerpos dirigidos a un taxon clave de su microbiota. Estos anticuerpos son
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capaces de causar disbiosis en la microbiota del vector, afectando negativamente la
nutricion y fecundidad de la garrapata, asi como su propension a adquirir patbgenos como
B. bovis y B. bigemina (Mateos-Hernandez et al., 2021).

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la composicion de la microbiota del intestino
de R. microplus, asi como el cambio en la red microbiana que causa la infeccion con B.
bovis. durante dos etapas clave del ciclo de invasion del patégeno en el vector. Conocer la
composicién de la microbiota del vector, asi como los cambios que causan los patégenos
es esencial para determinar los microorganismos que se usaran como antigenos en las
vacunas contra microbiota, asi como asegurar la efectividad de estas.

MATERIALES Y METODOS

Infestacion e infeccion de bovinos

Dos becerros mayores de 6 meses, de menos de 250 kg de peso y libres de anticuerpos
contra Babesia spp. fueron infestados con 1 g de larvas de R. microplus. Uno de los bovinos
fue posteriormente infectado con B. bovis mediante transfusién de un vial con 1x108
eritrocitos infectados. Ambos bovinos se mantuvieron parcialmente inmovilizados con
acceso a agua y comida ad libitum durante el periodo de infestacion de las garrapatas. El
estado de salud de los bovinos se monitored diariamente para realizar un retiro en caso de
presentar sintomas graves.

Las hembras repletes fueron colectadas durante 5 dias una vez detectada parasitemia en
el bovino infectado. Las garrapatas colectadas fueron trasladadas al Laboratorio de
Investigacion en Inmunologia y Vacunas de la Universidad Auténoma de Querétaro para
ser procesadas. Las garrapatas fueron lavadas con cloruro de benzalconio al 10% vy
divididas en 2 grupos: el grupo de 0 horas, que fueron disectadas el mismo dia de la colecta
y el grupo de 72 horas que fueron incubadas durante 72 h a 28 °C con humedad relativa
del 80% antes de ser disectadas. Las muestras fueron catalogadas de acuerdo con sus
estado de infeccidn y tiempo post replecién en no infectadas a las 0 h (OHN), no infectadas
alas 72 h (72HN), infectadas a las 0 h (OHI) e infectadas a las 72 h (72HI).

Diseccion de garrapatas, extraccion de DNA total y secuenciacion.

La diseccion se llevé a cabo fijando la region dorsal de los especimenes en placas de Petri
con la zona ventral hacia arriba. La region posterior de las garrapatas se abri6 realizando
un corte longitudinal y se retiro el intestino. El tejido extraido se lavo con buffer fosfato
salino (PBS) estéril y se almacend a -80 °C. Los intestinos congelados fueron macerados
con un micropistilo y la extraccién de ADN total se realiz6 usando el kit DNeasy Blood &
Tissue (QIAGEN, USA). La integridad de las muestras fue verificada mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1%. La concentracion y pureza de las muestras fue
verificada mediante espectrometria usando un NanoDrop 2000. Las muestras de ADN
fueron enviadas a la empresa Novogene (Novogene Corporation Inc.) para realizar la
secuenciacion de la region V4 del gen 16s bacteriano.
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Analisis bioinformaticos

Los resultados de la secuenciacion fueron procesados usando la plataforma QIIME2 para
remover lecturas de baja calidad. La identidad de las unidades taxonémicas operativas
(OTUs), asi como su abundancia fueron calculados usando el paquete de R ALDEx2. Los
datos de abundancia fueron transformados a abundancia relativa mediante relacion centro-
logaritmica (CLR) y a partir de los datos transformados de calcularon medidas de
diversidad alfa y beta.

Las redes de coocurrencia microbiana fueron construidas a partir de los datos de
abundancia relativa usando el paquete NetSwan con un punto de cohorte de 0.75. y
graficadas usando el software Gephi para filtrar nodos no conectados. Las redes de
coocurrencia fueron comparadas entre si usando el paquete de R NetCoMi para determinar
diferencias significativas entre métricas de las redes de diferentes grupos. La resistencia
de las redes a la remocion de nodos fue evaluada usando el paquete NetSwan para retirar
nodos de las redes de cada grupo mediante diferentes criterios (al azar, mayor grado,
mayor conectividad y mayor conectividad recalculada tras cada remocion). Finalmente, la
determinacién de los taxa clave se realizé tomando como puntos clave la abundancia (valor
de CLR mayor a la media) y la conectividad (centralidad de vector propio mayor a 0.75) de
cada nodo en las redes de cada grupo.

RESULTADOS

Diversidad alfa y beta de la microbiota de R. microplus

La comparacion pareada entre muestras demostré diferencia significativa en la riqueza de
taxa entre los grupos de OHI y 72HI (Kruskall-Wallis, p < 0.05), mientras que en resto de
muestras no se observo diferencia. De igual manera, no se observo diferencia significativa
en la uniformidad entre las muestras (Kruskall-Wallis, p = 0.05).

La composicién de las comunidades fue calculada usando el indice de disimilaridad de
Bray-Curtis y calculada mediante la diferencia de la prueba de la diferencia significativa
honesta (DSH) de Tukey. La HSD no mostré diferencia significativa en la composicion de
las diferentes muestras (Tukey’s HSD, p = 0.05).

Generacion de redes de coocurrencia

Las redes de coocurrencia fueron ensambladas tomando como base los valores CLR de
abundancia relativa de cada grupo. Los nodos no conectados (grado = 0) fueron
descartados. La red del grupo OHN cont6 con 128 nodos unidos mediante 753 aristas. La
red del grupo 72HN estuvo conformada de 58 nodos y 90 aristas. La red del grupo OHI se
conformé de 44 nodos con 51 aristas. Finalmente, la red de 72HI incluy6 44 nodos unidos
por 64 aristas. Las redes de OHN, OHI y 72HI se conformaron exclusivamente por
correlaciones positivas, mientras que la red de 72HN incluyo 5 correlaciones negativas
(5.6%). En conjunto de todas las redes, se identificaron 220 taxa unicos.

Comparacioén de redes

El paquete NetCoMi de R fue usado para comparar la composicion y topologia entre redes
y se uso la métrica del indice de Jaccard para para comparar métricas claves de las redes
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(grado, centralidad de interrelacion, centralidad de proximidad, centralidad de vector propio
y taxones centrales) de los nodos con mayor conectividad en cada red. La prueba de
Jaccard demostrd que existia una mayor diferencia entre la composicion de las redes OHN
contra 72HN y OHI contra 72HI que entre redes generadas al azar. Esto demuestra que las
diferencias fueron causadas por el cambio de composicion per se (P(<=Jacc)) y no un
producto del azar.

Cambio en la robustez de las redes

La robustez de las redes se evalué calculando el porcentaje de conectividad perdido tras
la remocion de nodos mediante diferentes métodos. La remocién aleatoria de nodos no
mostro diferencia en pérdida de conexion entre ningun grupo. Al remover primero nodos
con mayor grado se observo que la red 72HN perdio la mayor conectividad con la menor
fraccién de nodos removida, seguido del grupo 72HI. Comenzar con la remocion de nodos
de mayor centralidad de interrelacion resultdé en una mayor pérdida de conectividad con
una menor fraccion de nodos del grupo 72HN, mientras que el resto de los grupos no
tuvieron diferencia en la pérdida de conectividad. El método de cascada mostré que el
grupo 72HN pierde conectividad con el menor numero de nodos removidos, seguido de
OHN, 72HI y OHI.

Identificacion de taxa clave

El estado de taxa clave se reconocio en los nodos que cumplieran con las condiciones de
CLR mayor a la media y centralidad de vector propio mayor a 0.75. El grupo OHN tuvo 6
taxa clave: Xanthobacteraceae (no cultivado) (familia), Lactobacillus, Moraxella,
Acidobacteria subgrupo 2 (phylum), Xanthomonas and Elsterales (orden). Los 6 taxa clave
del grupo 72HN fueron: Cetfobacterium, Dolosigranulum, Lactobacillus, Moraxella,
Muribaculaceae y Turicibacter. Los taxa clave del grupo OHI fueron: Acidibacter,
Anaerococcus, Candidatus Nomurabacteria, Escherichia-Shigella, Haliangium y Ralstonia.
El grupo 72HI unicamente tuvo los siguientes 4 taxa clave: Planococcaceae (familia),
Bacteroides, Koukoulia, Burkholderiales SC-1-84 (orden).

DISCUSION

Entender los cambios que ocurren en la microbiota de R. microplus durante la infeccion
con B. bovis es crucial para el desarrollo de vacunas anti-microbiota. La composicion de la
microbiota es uno de los factores que determina tanto la fecundidad de las garrapatas y su
progenie, como de su capacidad vectorial. Los resultados aqui presentados demuestran
que tanto la infeccidn con B. bovis como el tiempo post replecion son dos factores que
alteran significativamente la composicion de la microbiota del intestino de R. microplus.

El intestino de las garrapatas sirve como un reservorio de sangre, la cual es
progresivamente digerida de manera intracelular por células intestinales especializadas. A
medida que progresa la maduracion de los ovocitos, el tejido intestinal se degrada
progresivamente hasta el momento de la oviposicion. Este proceso de degradacion
explicaria la disminucién de diversidad bacteriana que se observa entre las 0 y las 72 h
post replecion en las redes de garrapatas no infectadas. En cambio, la pérdida de
diversidad observada entre los grupos OHN y OHI se puede atribuir a la infeccion con B.
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bovis. Este tipo de disminucion de la diversidad de la microbiota se ha observado en otros
vectores al ser infectados por patogenos.

La diversidad microbiana no fue la unica en disminuir en respuesta a la infeccién o tras el
paso de 72 h después de la replecidon. Una pérdida en la conectividad y la robustez también
fue observada. Las redes menos interconectadas adoptaron una estructura mas modular
en la que los taxa interactuan en clusteres pequefios, manteniéndose aisladas de bacterias
ubicadas en agrupamientos diferentes. La red del grupo OHN tuvo la mayor resistencia a
la remocion de nodos en comparacion con otras redes. Esto puede explicarse a que su
comunidad microbiana mas compleja permite conexiones redundantes. Aun se necesita
estudiar el perfil funcional de las redes para determinar si estos cambios afectan
unicamente a la composicion o también a la funcién.

Si bien el presente estudio no permite conocer precisamente el papel que los taxa clave
desempenan en las redes, de puede examinar el papel que se ha reportado que tienen en
la microbiota de otros artrépodos. Por ejemplo: Lactobacillus ha sido reportado como
probidtico en la microbiota del gusano de seda Bombyx moriy con una alta prevalencia en
la microbiota de Ornithodoros moubata. Moraxella se ha asociado con el metabolismo de
lipidos en insectos, el cual es necesario para la vitelogénesis en garrapatas. El cluster
Escherichia-Shigella esta involucrado en vias metabdlicas de degradacion de lisina. Este
tipo de funciones aunadas al estatus de taxa clave hacen a estas bacterias potenciales
candidatos vacunales efectivos para la modulacién de la microbiota de garrapatas, esto
previamente explorado en estudios donde el cluster Escherichia-Shigella ha sido usado
efectivamente como un antigeno inmunomodulador de la microbiota del género Ixodes.

CONCLUSION

R. microplus es un parasito dificil de controlar, altamente prevalente en tierras destinadas
a la ganaderia, donde actua como vector de patégenos como B. bovis. Comprender los
efectos de B. bovis en la microbiota del huésped es esencial para entender la relaciéon
vector-microbiota-patégeno. Este estudio determiné diferencias en la microbiota intestinal
de R. microplus en distintos tiempos post-replecion y estados de infeccion. Los resultados
indican que la infeccion por B. bovis altera la conformacion y disminuye la diversidad
bacteriana de la microbiota intestinal de R. microplus. Encontramos bacterias clave
reportadas en otras especies de garrapatas, como Lactobacillus y el cluster Escherichia-
Shigella, utiles para desarrollar vacunas anti-microbiota. Usar estos taxones clave como
antigenos podria ser una estrategia Optima de control de garrapatas, reduciendo la
capacidad vectorial de R. microplus y la transmision de B. bovis.

El presente proyecto fue financiado por el proyecto CONAHCYT numero 321162 en
colaboracion con ANUIES- ECOS NORD (Francia).

Bibliografia citada

Bock, R., Jackson, L., De Vos, A., & Jorgensen, W. (2004). Babesiosis of cattle.
Parasitology, 129(S1), S247-S269. https://doi.org/10.1017/S0031182004005190

34

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



Calvano, M. P. C. A, Brumatti, R. C., Garcia, M. V., Barros, J. C., & Andreotti, R. (2019).
Economic efficiency of Rhipicephalus microplus control and effect on beef cattle
performance in the Brazilian Cerrado. Experimental and Applied Acarology, 79(3—4), 459—
471. https://doi.org/10.1007/s10493-019-00446-5

Estrada-Pefia, A. (2015). Ticks as vectors: Taxonomy, biology and ecology: -EN- -FR- Les
tiques en tant que vecteurs : taxonomie, biologie et écologie -ES- Las garrapatas como
vectores: taxonomia, biologia y ecologia. Revue Scientifique et Technique de I'OIE, 34(1),
53-65. https://doi.org/10.20506/rst.34.1.2345

Graf, J.-F., Gogolewski, R., Leach-Bing, N., Sabatini, G. A., Molento, M. B., Bordin, E. L., &
Arantes, G. J. (2004). Tick control: An industry point of view. Parasitology, 129(S1), S427—
S442. https://doi.org/10.1017/S0031182004006079

Jaramillo Ortiz, J. M., Paoletta, M. S., Gravisaco, M. J., Lopez Arias, L. S., Montenegro, V.
N., de la Fourniére, S. A. M., Valenzano, M. N., Guillemi, E. C., Valentini, B., Echaide, I.,
Farber, M. D., & Wilkowsky, S. E. (2019). Immunisation of cattle against Babesia bovis
combining a multi-epitope modified vaccinia Ankara virus and a recombinant protein induce
strong Th1 cell responses but fails to trigger neutralising antibodies required for protection.
Ticks and Tick-Borne Diseases, 10(6), 101270.
https://doi.org/10.1016/j.ttbdis.2019.101270

Mateos-Hernandez, L., Obregén, D., Wu-Chuang, A., Maye, J., Bornéres, J., Versillé, N.,
de la Fuente, J., Diaz-Sanchez, S., Bermudez-Humaran, L. G., Torres-Maravilla, E.,
Estrada-Pefia, A., Hodzié, A., Simo, L., & Cabezas-Cruz, A. (2021). Anti-Microbiota
Vaccines Modulate the Tick Microbiome in a Taxon-Specific Manner. Frontiers in
Immunology, 12, 704621. https://doi.org/10.3389/fimmu.2021.704621

Merino, O., Alberdi, P., Pérez De La Lastra, J. M., & De La Fuente, J. (2013). Tick vaccines
and the control of tick-borne pathogens. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 3.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2013.00030

SENASICA. (2023). Situacion actual Camparfa Nacional para el control de la garrapata
Boophilus spp. Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria.
https://www.gob.mx/senasica/documentos/situacion-actual-del-control-de-la-garrapata-
boophilus-spp

Sonenshine, D. E., & Roe, R. M. (2014). Biology of Ticks (2nd ed., Vol. 1). Oxford University
Press.

Tick-borne Protozoa. (2014). In A. A. Leon, E. Vannier, C. Almazan, & P. J. Krauze, Biology
of Ticks (2nd ed., Vol. 2). Oxford University Press.

35

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA
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ABSTRACT

The objective of the present study was to identify the presence of phenotypic resistance to
coumaphos in different populations of R. sanguineus sl in the country. Engorged ticks were
collected from 28 naturally infested dogs in different locations in 13 states of Mexico, which
were transferred to the laboratory for taxonomic identification and its subsequent
processing so that its progeny were subjected to the larval package test, exposing them to
six different concentrations, the data on mortality were subjected to Probit analysis with the
objective of determining the Letal Concentration 50% and thereby calculating the
Resistance Ratio (RR). The results indicated the presence of 5 susceptible samples
(17.8%), 6 with incipient resistance (21.4%) and 17 resistant to coumaphos (60.7%), with
samples from the three groups existing in all the states considered in the work; in the
resistant samples, the RR ranged from 2.01 to 11.63. This study documents for the first time
resistance to coumaphos in populations of R. sanguineus sl in Mexico.

Keywords: Rhipicephalus sanguineus, Perros, Coumaphos, Resistencia, México

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de resistencia fenotipica a
coumaphos en diferentes poblaciones de R. sanguineus sl del pais. Se colectaron
garrapatas ingurgitadas de 28 perros naturalmente infestados en diferentes localidades de
13 estados de México, las cuales fueron trasladadas al laboratorio para su identificacion
taxonodmica y su posterior procesamiento para que su progenie fuera sometida a la prueba
de paquete de larvas exponiéndolas a seis diferentes concentraciones, los datos sobre la
mortalidad se sometieron al analisis Probit con el objetivo de determinar la Concentracion
Letal 50% y con ello calcular el indice de Resistencia (I.R.). Los resultados indicaron la
presencia de 5 muestras susceptibles (17.8%), 6 con resistencia incipiente (21.4%) y 17
resistentes a coumaphos (60.7%), existiendo muestras de los tres grupos en todos los
estados considerados en el trabajo; en las muestras resistentes los |.R. estuvieron en un
rango de 2.01 a 11.63. Este estudio documenta por primera ocasion la resistencia a
coumaphos en poblaciones de R. sanguineus sl en México.
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INTRODUCCION

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (sl) (Latreille) (Acari: Ixodidae), también conocida
como garrapata del perro, es un parasito externo que tiene un ciclo biologico de tres
huéspedes, en el cual el perro actua como huésped principal, sin embargo puede afectar
a otras especies de animales domésticos y silvestres, asi como de manera accidental al
ser humano; se le considera la garrapata mas ampliamente distribuida en el mundo. En los
perros, la infestacion por este ectoparasito causa dafos directos en la salud por su habito
de alimentacion hematdfago asi como molestias y lesiones dérmicas debido a sus
‘piquetes”, siendo también un eficiente vector de diversos agentes patogenos de
importancia meédica y veterinaria, entre ellos, Rickettsia rickettsi, R. conorii, Babesia canis
y Ehrlichia canis (Dantas-Torres 2008). En los ultimos afos ha sido responsable de brotes
de Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas en el norte de México, ocasionando una
alerta sanitaria desde entonces.

En la practica clinica diaria, el control de las infestaciones se realiza generalmente
prescribiendo y aplicando un tratamiento con productos acaricidas, como por ejemplo de
las familias de los piretroides, organofosforados, amitraz o fipronil, a través de bafios
medicados o aplicacidon de formulaciones pour-on o spot-on, estas ultimas de largo efecto
residual. Sin embargo, el control y prevencion de la infestacion resulta complicado debido
a las caracteristicas biologicas de esta garrapata, como lo es su ciclo de vida de tres
huéspedes y la capacidad que tienen sus estadios evolutivos de poder sobrevivir por largos
periodos sin huésped (Dantas-Torres, 2010). El uso indiscriminado de los acaricidas de
contacto asi como de las formulaciones de largo efecto residual provocan una presion
importante sobre las poblaciones y eventualmente pueden aparecer signos de tolerancia y
resistencia, como ha sido reportado en la literatura (Coles and Dryden, 2014; Tian, et al.,
2023).

En México, R. sanguineus sl., se encuentra ampliamente distribuida (Galindo-Velasco et
al., 2020), y a la fecha se ha documentado la presencia de resistencia a diversos acaricidas
en el centro-sur y sureste del pais (Rodriguez-Vivas et al., 2017a, b; Martinez-lbarnez et al.,
2023a); sin embargo, no se conoce el estado y distribucion de este fenomeno en otras
regiones de México. El acaricida organofosforado coumaphos, fue introducido a México
hace mas de 60 afos y desde entonces se ha usado sin ninguna restriccion para el control
de la garrapata del ganado, Rhipicephalus microplus, asi como para R. sanguineus sl.

El objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de resistencia toxicologica a
coumaphos en diferentes poblaciones de R. sanguineus sl del pais.

MATERIALES Y METODOS

Se colectaron garrapatas ingurgitadas de 28 perros naturalmente infestados en diferentes
localidades de 13 estados de la republica mexicana. Todos los perros se encontraban
domiciliados y los propietarios manifestaron que no habian recibido algun tratamiento
reciente con acaricidas, ellos también otorgaron su consentimiento verbal para revisar y
colectar garrapatas de sus animales.

Para la colecta de especimenes, se realizé una inspeccion fisica exhaustiva de los perros
en busqueda de hembras ingurgitadas, las cuales fueron removidas manualmente a
contrapelo y usando guantes de neopreno, siendo colocadas en cajas de Petri para ser
transferidas al laboratorio para realizar su identificacion taxondmica. El proyecto de
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investigacion fue aprobado por el Comité de Uso y Bienestar de los Animales del Instituto
Tecnoldgico El Llano Aguascalientes.

En el laboratorio, los ejemplares (> 10 mm de largo), se lavaron se lavaron con agua
destilada y se secaron colocandolas sobre toallas de papel. Posteriormente, se colocaron
de forma individual en cajas de Petri y se mantuvieron a 28°C + 2°C y 80-90% de humedad
relativa, en un régimen de luz/oscuridad de 12:12 h para permitir la puesta de huevos.
Después de 25 dias de incubacion, los huevos puestos por cada hembra se colocaron en
un vial de vidrio y se incubaron bajo las mismas condiciones para esperar la eclosion de
las larvas, dejandolas madurar de 15 a 30 dias post-eclosion antes de utilizarlas en las
pruebas toxicologicas.

El diagnostico de susceptibilidad / resistencia a coumaphos se realizé en dos pasos, en el
primero las larvas fueron expuestas aplicando la Dosis Discriminante (D.D.) de 0.43%
determinada previamente por Martinez-Ibanez et al. (2023b), y en el segundo las muestras
identificadas como resistentes se sometieron a diferentes concentraciones del acaricida
para identificar el indice de resistencia.

En ambos pasos, la técnica de diagndstico toxicoldgico utilizada fue la del paquete de
larvas (FAO, 2004). Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito por Martinez-Ibanez
et al. (2023b), con tres repeticiones por muestra y un tratamiento control. La lectura de las
pruebas se realizo 24 horas después del tratamiento; todas las larvas que podian caminar
o deslizarse se consideraron vivas, el porcentaje de mortalidad se ajustd utilizando la
férmula de Abbott. La informacién de las muestras resistentes se sometiéo a un analisis
Probit usando el programa Polo Plus, con el objetivo de determinar la CL50% y con ello
calcular el indice de Resistencia (I.R) en cada muestra, que fue calculado asi: CL50 de la
poblacién de larvas de campo / CL50 de la poblacién de larvas susceptible (Robertson et
al., 2006). Las muestras se consideraron como susceptibles si los |.R. fueron menores de
1.5, resistencia incipiente de 1.5 a 2 y resistentes si eran mayores de 2 (Castro-Janer et
al., 2010).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se encontro la presencia de 5 muestras susceptibles (17.8%), 6 con resistencia incipiente
(21.4%) y 17 resistentes a coumaphos (60.7%), existiendo muestras de los tres grupos en
todos los estados considerados en el trabajo. Los |.R. para cada muestra estuvieron en un
rango de 2.01 a 11.63. El mas alto correspondio al estado de Tamaulipas (11.63), seguido
por Baja California (6.88), Guanajuato (5.97), Guerrero (5.87), Veracruz y Campeche
(5.85). Las muestras susceptibles se encontraron en Morelos, Nayarit, Veracruz y Yucatan.
Otros estados incluidos en el estudio fueron Chiapas, Querétaro, Oaxaca y Sonora, todos
con muestras resistentes.

La prevencion y control de la infestacion por la garrapata R. sanguineus sl, puede resultar
complejo particularmente cuando las condiciones ambientales, de alojamiento y manejo de
los perros brindan las facilidades para que el ectoparasito vaya cumpliendo con sus etapas
de desarrollo evolutivo, lo que puede dar lugar a la presentacion de reinfestaciones en
animales que fueron tratados con algun acaricida e incluso en aquellos que recibieron
tratamiento con efecto residual (Dantas-Torres, 2008), lo que induce a los propietarios a
repetir los tratamientos de forma indiscriminada ya que todas las moléculas con
propiedades acaricidas son de venta libre en México; la literatura reporta que en
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condiciones favorables pueden presentarse 2 a 3 generaciones por afio en Meéxico
(Galindo-Velasco et al., 2020).

El acaricida organofosforado coumaphos, tiene mas de 60 afos que se comercializa en
nuestro pais, de manera que es muy probable que las poblaciones de R. sanguineus sl,
hayan tenido varios contactos con esta molécula y que en algunos casos exista una baja
eficacia debido a tolerancia o resistencia toxicologica. En el presente estudio, se identific
resistencia en el 60.7% Yy resistencia incipiente en 21.4% de las muestras evaluadas, lo
que demuestra que en la actualidad el fendbmeno de resistencia a coumaphos esta
instalado en amplias regiones del pais. Es interesante mencionar que hasta donde es de
nuestro conocimiento, no se tienen reportes documentados al respecto en México, sin
embargo, si se han publicado casos de resistencia a cipermetrina, amitraz e ivermectina
en el centro-sur y sureste del pais (Rodriguez-Vivas et al., 2017a, b; Martinez-lbarnez et al.,
2023a).

CONCLUSIONES

Se documenta la deteccion de resistencia fenotipica a coumaphos en una alta proporcion
de las muestras estudiadas, por lo que es recomendable limitar su uso y recurrir a otras
moléculas ya que existen amplias posibilidades de que el tratamiento sea de baja eficacia
y que por ello se esté promoviendo la presion de seleccion en la poblacion de garrapatas.
La rotacion de acaricidas es una practica recomendable con la finalidad de limitar el
desarrollo de resistencia en las poblaciones al igual que aplicar tratamiento al ambiente en
donde habita el perro para evitar reinfestaciones.
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Abstract

Ticks, as other arthropods, can carry and transmit a broad range of viral and bacterial
pathogens. Such tick-borne diseases are currently affecting humans and animals by
promoting zoonosis and infecting mammals directly. The use of MRNA as a vaccine platform
has rapidly matured in the recent years, proving its scalability and efficacy in the field of
infectious diseases. Hence, mMRNA vaccines may offer the potential to fulfil the urgent need
of prophylactic agents to prevent arthropod-borne pathogens across the world.

This work explores the use of mMRNA as a vaccine platform, using two approaches: tick-
borne pathogen vaccines and anti-tick vaccines. For the first approach, | am working with
the Kyasanur Forest Disease Virus (KFVD), a flavivirus found in ticks and transmitted to
mammals and humans, causing hundreds of deaths annually. During my DPhil studies, |
have generated expression plasmids encoding different regions of the KFVD viral envelope
genome, and they were tested by HEK-293T transfection to assess subcellular localisation.
Such versions of KFVD contain a poly Histidine-tag to allow purification and be used as a
coating reagent in serological studies. Importantly, T7-promoter versions have also been
constructed to produce mRNA in vitro transcription (IVT), allowing mRNA vaccine
formulation with Lipid nanoparticles (LNPs).

All the mRNA vaccines are encapsulated using commercial LNPs for preclinical studies,
and there is ongoing work to generate in-house LNPs to explore different ways to do the
encapsulation process, looking at cheaper -but not less effective- methodologies.

RESUMEN

Las garrapatas, como otros artropodos, pueden portar y transmitir una amplia gama de
patdgenos viricos y bacterianos. Estas enfermedades transmitidas por garrapatas afectan
actualmente a humanos y animales, favoreciendo la zoonosis e infectando directamente a
los mamiferos. El uso del ARNm como plataforma de vacunas ha madurado rapidamente
en los ultimos afios, demostrando su escalabilidad y eficacia en el campo de las
enfermedades infecciosas. De ahi que las vacunas de ARNm puedan ofrecer la posibilidad
de satisfacer la urgente necesidad de agentes profilacticos para prevenir los patdgenos
transmitidos por artrépodos en todo el mundo.

Este trabajo explora el uso del ARNm como plataforma de vacunas, utilizando dos
enfoques: vacunas contra patdogenos transmitidos por garrapatas y vacunas contra
garrapatas. Para el primer enfoque, estoy trabajando con el virus de la enfermedad forestal
de Kyasanur (KFVD), un flavivirus que se encuentra en las garrapatas y se transmite a
mamiferos y humanos, causando cientos de muertes al afio. Durante mis estudios de
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doctorado, he generado plasmidos de expresion que codifican distintas regiones del
genoma de la envoltura virica del KFVD, y los he probado mediante transfeccion HEK-293T
para evaluar la localizacidén subcelular. Estas versiones de KFVD contienen una etiqueta
de poli-histidina que permite su purificacion y su uso como reactivo de recubrimiento en
estudios seroldgicos. Es importante sefialar que también se han construido versiones del
promotor T7 para producir ARNm de transcripcidon in vitro (IVT), lo que permite la
formulacion de vacunas de ARNm con nanoparticulas lipidicas (LNP).

Todas las vacunas de ARNm se encapsulan utilizando LNPs comerciales para los estudios
preclinicos, y se esta trabajando en la generacion de LNPs propias para explorar diferentes
formas de realizar el proceso de encapsulacién, buscando metodologias mas asequibles -
pero no por ello menos eficaces-.

INTRODUCTION

KYASANUR FOREST DISEASE VIRUS

Kyasanur Forest Disease Virus (KFDV) is a zoonotic emerging tick-borne flavivirus endemic
to regions in India that naturally infects humans and nonhuman primate species. It is mainly
transmitted by infected ticks like Haemaphysalis spinigera that disseminate the virus also
to birds, cattle, bats and other ticks by co-feeding [1]. Cases of KFDV are around 500 per
year with a 10% mortality rate [2]. The virus is classified as a Biosafety Level 4 pathogen
and select agent in the United States [3] and shows serological cross-reactivity with the
Alkhurma haemorrhagic fever virus (AHFV). The pathogenesis remains unknown and
symptoms can go from mild fever to severe haemorrhagic and neurologic complications [4].
There is no specific treatment for KFDV and the only prophylactic solution is a non-approved
FDA formalin-inactivated tissue culture vaccine with low efficacy that requires multiple
booster immunisations due to its short immunity [5]. The virus has a single-stranded
positive-sense RNA genome that encodes a polyprotein that includes the structural proteins
capsid (C), precursor membrane protein (prM) and envelope protein (E) of the pathogen.
Proteins prM and E play a major role in virion maturation and cell infection. This project
aims to develop a KFDV mRNA vaccine construct by using the structural proteins prM and
E as main antigens and eventually analyse its immunogenicity on murine models.

MATERIALS AND METHODS

Plasmids for Protein Expression

From the KFDV sequence (GenBank accession number MG720089.1) contained in a
pUCS7-Kanamycin (GenScript), four versions of the KFDV structural proteins were
generated and cloned into the expression plasmid pHLsec using the restriction sites Agel
and Kpnl and a 6xHis tag at the C-terminus. All constructs were confirmed by sanger and
nanopore sequencing.

IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY

Coverslips were sterilised with ethanol and UV, then covered in 0.2% gelatine and heated
at 37°C for 30 min. The excess was aspirated under the hood and allowed to air dry at room
temperature. In a six-well plate with the covered coverslips, HEK293T cells were seeded
and transfected at a concentration of 3x10° cells with 1.5 pg of plasmid DNA per well and 3
uL PEIl in Dulbecco’s Modified Eagle Medium with 50 mL FBS and 5 mL L-glutamine (DMEM
10% FBS and 1% L-glutamine). The transfected DNA plasmids correspond to the prM,
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STEM, E and EDIII constructs. Medium was replaced 12 hr after the transfection for DMEM
(10% FBS and 1% L-glutamine) supplemented with SmL Pen/Strep [100U penicillin/100 ug
streptomycin] (1% Pen/Strep) and cells were incubated for 48 hr at 37°C and 5% CO:.. Cells
were gently washed twice with 1X PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at 37°C,
permeabilised with 0.1% PBS Triton X100 for 20 min at RT and blocked with 5% FBS in
PBS overnight at 4°C. Mouse IgG HisTag (Thermofisher) and Panflavi D1-4G2-4-15 (Merck)
primary antibodies were incubated independently at RT for 2 hr with a 1:200 dilution in
blocking solution. After washing three times with 1X PBS for 5 min, secondary antibody anti-
mouse IgG-Alexa 488 (Thermofisher) at 1:200 was incubated for 1 hr at RT. Washing was
performed before and after a 10 min incubation with 1ug/mL DAPI solution in PBS. Finally,
samples were mounted in slides using ProLong™ Gold mounting media. Mounted cells
were analysed under a Leica DMI3000B microscope.

TIME COURSE OF KFDV PROTEINS

Atime course to analyse the protein expression of the pHLsec plasmids (prM, STEM, E and
EDIIl) was done in HEK293T cells. Approximately 1x10° cells were seeded in a six-well
plate with DMEM (10% FBS and 1% L-glutamine), transfected with Opti-MEM |, 3 uL of
polyethylenimine (PEI) and 1.5 pg of each KFDV pHLsec construct. Medium was replaced
after 12 hr of incubation with DMEM medium (10% FBS, 1% L-glutamine and 1%
Pen/Strep). Cells were incubated at 37°C and 5% CO:2 at 39, 62, 72 and 94 hr post
transfection. The supernatant was removed and centrifuged to store it at -20°C, and cells
were recovered with 1X PBS and lysed with 80 pyL of mammalian protein extraction reagent
(M-PER), centrifuged and stored at -20°C.

Western Blot was performed for the obtained samples in reducing (adding 0.1 M
dithiothreitol (DTT)) and non-reducing conditions with MES 1X buffer, loading 30 ug of cell
lysate and 10 pL of supernatant. Blocking was done for 1 hr RT with 5% BSA in TBS-T
0.1%, membranes were incubated with mouse 1gG HisTag (Thermofisher) and Panflavi D1-
4G2-4-15 (Merck) primary antibodies independently in a 1:3000 dilution overnight at 4°C.
For the secondary antibody, anti-mouse IgG-HRP (Cell Signaling) was incubated for 1 hr at
RT at 1:3000 and revealed with SuperSignal West Pico PLUS (Thermofisher) substrate.

PRODUCTION OF PRM PROTEIN

HEK293T cells were transfected using 25 pug of pHLsec-prM, Opti-MEM | and 49.8 L of
PEI at a density of 5x10° cells per 15-cm plate in DMEM (10% FBS and 1% L-glutamine)
and incubated at 37°C and 5% CO2. 12 hr post-transfection media was replaced for DMEM
(10% FBS, 1% L-glutamine and 1% Pen/Strep) and incubated for a total of 72 hr. The
supernatant was harvested, and centrifuged twice at 400 x g for 5 min and 3500 x g for 10
min, filtered by 0.45um and 0.22 ym systems and mixed with 0.02% (w/v) of sodium azide.
Protein was purified from the supernatant using a 5 mL HisTrap HP (Cytiva) in an Akta Pure
system and the elution fractions were collected in a 96-deep well plate. Amicon Ultra-15
100 kDa (Merck, Cat. UFC910024) was used to concentrate the fractions by centrifuging at
3500 x g for 10 min, recovering the flowthrough and re-centrifuging in an Amicon Ultra-15
50 kDa (Cat. UFC905024) at 3500 x g for 5 min discarding this time the flowthrough. The
fraction in the tube was topped up with 14 mL of PBS and centrifuged at 3500 x g for 5 min
discarding the flowthrough, this last step was done three times.

Protein purity was analysed by SDS-PAGE (coomassie blue) and Western blot in reducing
and non-reducing conditions with MES 1X buffer, loading 1 pg of purified protein and
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fractions from the concentration process. Blocking was done for 1 hr RT with 5% BSA in
TBS-T 0.1%, membranes were incubated with mouse IgG HisTag (Thermofisher) and
Panflavi D1-4G2-4-15 (Merck) primary antibodies independently in a 1:3000 dilution
overnight at 4°C. For the secondary antibody, anti-mouse IgG-HRP (Cell Signaling) was
incubated for 1 hr at RT at 1:3000 and revealed with SuperSignal West Pico PLUS
(Thermofisher) substrate. Fractions obtained were re-purified following the aforementioned
protocol to increase the purity of the protein. Protein concentration was measured by
nanodrop (OD280) and stored at -80°C for its use in serological assays

PLASMIDS FOR MRNA PRODUCTION

From the KFDV sequence (GenBank accession number MG720089.1) contained in a
pUCS7-Kanamycin (GenScript), two more versions of the KFDV structural proteins were
generated and cloned into the plasmid pUC57 with blunt ligation and Gibson techniques, to
then produce in vitro mRNA. All constructs were confirmed by sanger and nanopore
sequencing.

RESULTS

IMMUNOFLUORESCENCE ASSAY

To investigate the protein production of each construct, an indirect immunofluorescence (IF)
assay was performed in HEK293T cells transfected with the pHLsec constructs of KFDV.
Two antibodies were independently used to assess the subcellular localization of the
different KFDV proteins, mouse IgG HisTag against the 6x His-tag at the C-terminus and
mouse IgG Panflavi 4G2 against the DIl of the protein E in flavivirus. The secondary
antibody coupled was IgG-Alexa 488 and the nucleus was stained with DAPI. The presence
of the proteins was confirmed by both antibodies, except for DIl when using Panflavi 4G2,
due to the lack of required epitopes.

KINETICS OF PRM AND KFDV PROTEINS

To analyse the protein expression of the KFDV constructs in transfected HEK293T cells a
Western blot time course was done in non-reducing conditions with Panflavi D1-4G2-4-15
coupled with anti-mouse 1gG-HRP, detecting signal in the supernatant with an increasing
tendency and expected size of 70.1 kDa for prM. For the rest of the constructs transfected
in HEK293T cells another Western blot with the same conditions and antibodies was
performed with samples 72 hr after transfection. Signal in the supernatant matched the
expected protein sizes in the rest of the constructs, STEM: 53 kDa and E: 48.4 kDa. Signal
of DIIl: 13.2 kDa was detected using HisTag antibody in reducing and non-reducing
conditions in cell lysate. The absence of signal in DIl matches with the IF data.

Viral Protein for Serological Studies

From the supernatant of HEK293T transfected with pHLsec-prM, the prM protein was
purified using a 5 mL HisTrap HP, concentrated by centrifugation with Amicon Ultra-15 100
kDa tubes and re-centrifuged in Amicon Ultra-15 50 kDa tubes to exchange the buffer for
PBS. The same process was carried to re-purify and increase prM purity. The purity of prM
protein and its fractions during the purification and concentration processes was assessed
by Coomassie blue and Western blot in reducing and non-reducing conditions with mouse
IgG HisTag and Panflavi D1-4G2-4-15 primary antibodies independently coupled with anti-
mouse IgG-HRP. Data suggests that the highest concentration of prM is found in the fraction
retained at the initial concentration process (>100 kDa). The total protein concentration of
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purified prM was 2 mg/mL and ELISA standardization is pending to be done to assess
background levels and protein dilutions.

CONCLUSIONS

e Versions corresponding to the structural proteins of the KFDV virus have been cloned
and tested.

e Protein corresponding to the pHLsec-prM plasmid has been produced and purified
to do serological studies.

e Plasmids for mRNA production have been designed and constructed.

e mRNA is ready to be produced and encapsulated for its immunogenic evaluation in
murine models.

e A platform for in-house encapsulation of mMRNA with off-patent LNPs is being
developed.
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ABSTRACT
The cattle tick Rhipicephalus (Boophilus) microplus poses a significant threat to the

livestock economy due to the considerable economic losses it causes and its potential as a
zoonotic agent. RNA was extracted from three distinct strains of Rhipicephalus tick; the
fipronil-resistant field strain (Rancho Nuevo), fipronil- resistant laboratory strain (Vargas)
and, the susceptible strain (Zacatecas), with three biological replicates per strain to obtain
high-quality RNA for transcriptome sequencing. A total of 139,645,928 reads were
generated, yielding 10.41 Gb of data with an average Phred score of 34.55. Following
quality filtering, 138,217,916 reads were retrained, with only 1.02% discarded. De novo
assembly using Trinity-BG combined with reference mapping via STAR was identified as
the most effective approach, achieving 92.6% and a remarkable 61.4% improving in
mapping accuracy with STAR. Differential expression analysis performed with DESeq2
revealed 13,310 isoforms in the field-resistant group compared to control, 14,175 in the
laboratory-resistant group versus control, and 10,963 between the field-resistant and
laboratory-resistant groups. Trinotate annotation linked 39.79% of the differentially
expressed transcripts to known functions. Notably, the study highlighted metabolic
detoxification pathways, with significant upregulation of cytochrome P450 and glutathione
S-transferase isoforms in resistant strains compared to control. Additionally, altered
expression of gamma-aminobutyric acid (GABA) receptors and cholinesterase indicates a
neuroregulatory response to fipronil exposure. These findings suggest that resistant strains
employ both metabolic detoxification and neuroprotective mechanisms to mitigate the
effects of fipronil.

46

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA
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Ganado

INTRODUCCION

Las garrapatas son artropodos hematofagos obligados de gran importancia veterinaria a
nivel mundial. Al alimentarse, pueden causar dafio directo o indirecto al hospedero,
resultando en condiciones toxicas como paralisis, alergias, abscesos, anemia,
inmunosupresion y deterioro en la piel en el sitio de la mordida, Ademas, son vectores de
una amplia variedad de patogenos, incluyendo virus, bacterias, protozoarios y helmintos
(Jongejan & Uilenberg, 2004; Sahara et al., 2019).

Uno de los métodos mas comunmente utilizados para su control en el ganado ha sido la
aplicacidon de acaricidas. Durante el siglo XX, los acaricidas mas empleados incluyeron
petroleo crudo, hexacloruro de benceno (BHC), diclorodifeniltricloroetano (DDT), toxafeno
y arsénico (Davey et al., 1998). Actualmente, existen siete clases de pesticidas disponibles
para el control de infestaciones por garrapatas: organofosfatos, piretroides sintéticos,
lactonas macrociclicas, formamidinas, benzoilureas, fenilpirazoles e isoxazolinas
(Waldman et al., 2023).

En la década de 1990, se desarrollé un compuesto quimico llamado fipronil, que pertenece
a la clase de los fenilpirazoles, cuyo modo de accidn se basa en el bloqueo de los canales
GABA. El fipronil ha demostrado ser eficaz tanto en la erradicacion como en la profilaxis
de infestaciones por Rhipicephalus (Boophilus) microplus, sin embargo, con el tiempo, las
garrapatas comenzaron a desarrollar resistencia a los acaricidas tradicionales. La
resistencia a estos compuestos se define como la incapacidad de un acaricida para
controlar una poblacion de parasitos, y de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) se describe como "la capacidad de una cepa de parasito para sobrevivir o
multiplicarse a pesar de la administracién o absorcion de una droga en una dosis igual o
superior a la recomendada para la erradicacion del organismo (Abbas et al., 2014).
Existen varios tipos de resistencia: adquirida, cruzada y multiple (Abbas et al., 2014). La
resistencia a pesticidas en artrépodos es un fendmeno multifactorial, que incluye factores
de comportamiento, bioquimicos y mecanismos metabdlicos disefiados para contrarrestar
los efectos de los pesticidas (Cossio-Bayugar et al., 2020). EI mecanismo mas comun de
resistencia en garrapatas es la desintoxicacion metabdlica, que implica el aumento de la
actividad de enzimas como la esterasa, citocromo P450 (CYP450) y glutatién S-transferasa
(GTS), las cuales modifican los acaricidas para convertirlos en moléculas mas hidrofilicas,
facilitando asi su excrecion como compuestos menos toxicos (Cossio-Bayugar et al.,
2018). Otro mecanismo de resistencia es la insensibilidad del sitio de accién; se han
identificado seis mutaciones en el canal de sodio asociadas a resistencia a piretroides, y
cinco mutaciones en la region GABA-CI para fipronil (Castro Janer et al., 2019).

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) ha
recomendado el uso de pruebas de inmersién de adultos (PIA) para monitorear e investigar
la resistencia a acaricidas, aunque existen otros métodos, como la prueba del paquete de
larvas y la inmersion de larvas (FAO, 2004).

En los ultimos afnos, la secuenciacion de alto rendimiento (NGS, por sus siglas en inglés)
ha ganado popularidad para la obtencién de transcriptomas y genomas completos,
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convirtiéndose en una herramienta clave para el analisis de datos. La mejora en la calidad
de los datos y el rapido desarrollo de algoritmos han marcado el inicio de una nueva era
en los analisis transcriptdmicos (Sahraeian et al., 2017). Los experimentos de
transcriptomica permiten medir los perfiles transcripcionales responsables de los fenotipos
observados y facilitan la comparacion de distintos entornos ecologicos y temporales de un
organismo o comunidad. En el caso de los transcriptomas de garrapatas, estos pueden
ayudar a identificar genes sobre expresados o sub expresados ante la exposicién a
acaricidas (Chung et al., 2021).

La secuenciacion de RNA (RNA-seq) tiene diversas aplicaciones en estudios de expresion
geénica, basandose en la cuantificacion de la expresion de un gen a partir del numero de
lecturas de ARN mensajero secuenciadas. Un experimento de RNA-seq exitoso depende
de un disefo experimental adecuado, la seleccion correcta de bibliotecas, una profundidad
de secuenciacion apropiada y un numero suficiente de réplicas para el sistema bioldgico
estudiado. El numero de réplicas es crucial para la expresion diferencial (Thawng & Smith,
2022). La reconstruccion de transcritos basada en un genoma de referencia es un método
ampliamente utilizado cuando se tiene acceso al genoma secuenciado del organismo en
estudio, realizando un mapeo contra secuencias conocidas.

MATERIALES Y METODOS

El material biologico utilizado en este estudio fue obtenido en colaboracion con el
laboratorio de referencia regional de la FAO para el diagnéstico y monitoreo de resistencia
y otros parasitos de importancia veterinaria, en el Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal (CENAPA-SAGARPA). Las cepas de garrapatas
proporcionadas incluian: la cepa Zacatecas, susceptible a fipronil, la cepa Rancho Nuevo,
recolectadas en campo, que presenta un factor de resistencia a fipronil de 12.5; y la cepa
Vargas, sometida a presion artificial, con 158.de factor de resistencia a fipronil.

La extraccion de acidos nucleicos se llevd a cabo exclusivamente a partir de garrapatas
vivas que sobrevivieron la prueba del paquete de larvas. El tejido fue lisado utilizando el
sistema Magnalyser de Roche, y se utilizo el kit Allprep DNA/RNA/Protein Mini de QIAGEN
para la extraccion de ARN total. La cuantificacion de los acidos nucleicos se realizo
mediante espectrofotometria, y la integridad del ARN total fue evaluada mediante
electroforesis capilar utilizando el Bioanalyzer de Agilent Technologies.

La secuenciacion de alto rendimiento de los transcritos se efectué en colaboracion con la
Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y Bioinformatica (UUSMB) del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM. Se utilizo el sistema NextSeq 550 System con el el kit TruSeq
Stranded mRNA HT de lllumina para la preparacion de genotecas, empleando una
configuracion de lecturas pareadas de 75 pb. Las lecturas generadas fueron sometidas a
filtrado de calidad utilizando el software Trim_Galore v0.6.7, y la reconstruccion de los
transcritos se realiz6 con los programas Trinity-v2.13.2, SPAdes Genome Assembler v3.13,
Trans-ABySS v2.0.1, STAR v2.7. 10a, BWAV0.7.17-r1188, Bowtie 2 v2.4.4, y GEM Mapper
v3.0.

La cuantificacion de los transcritos se llevo a cabo utilizando los softwares Salmon v1.4.0
y FeatureCounts v2.0.3, mientras que el analisis de expresion diferencial se realizé con el
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lenguaje R (versidon 4.3.2) utilizando el paquete DESeq2 (version 1.42.1). Finalmente, la
anotacion de los transcritos se realizé utilizando el software Trinotate v4.0.1.

RESULTADOS Y DISCUSION

La extraccion de ARN total de las tres cepas garrapatas, con tres repeticiones biolégicas
cada una (cepa resistente a fipronil de campo - Rancho Nuevo, cepa resistente a fipronil
de laboratorio - Vargas y cepa susceptible - Zacatecas), fue exitosa y se obtuvo material
de alta calidad para la secuenciacién del transcriptoma. El proceso de secuenciacion
genero un total de 139,645,928 lecturas, correspondientes a 10.410 Gb de datos, con un
tamafo promedio de lectura de 74.5 pb y una calidad promedio Phred de 34.55. Tras la
aplicacién de filtros de calidad, se retuvieron 138,217,916 lecturas, lo que indica solo el
1.02% no cumplioé con el minimo de calidad.

Para la reconstruccion gendémica se evaluaron 12 métricas de ensamblado, seguidas de
una normalizacidn y sumatoria para cada ensamblador. Las puntuaciones normalizadas
para el ensamblaje de novo fueron: Trinity-BG (Trinity bam guided) 7.2, Trinity 6.5, Trans-
ABySS 5.6 y RnaSPAdes 5.4. En el mapeo por referencia, las puntuaciones fueron: Star
9.5, Bwa 6.7, Gem_mapper 4.4 y Bowtie2 1.8. Se seleccionaron como los métodos optimos
la puntuacion mas alta de ensamblaje de novo y la mas alta de mapeo por referencia. La
cuantificacion de los transcritos se realizo utilizando Salmon con Trinity-BG, mientras que
el conteo de los transcritos se llevo a cabo con FeatureCounts para STAR. Con Trinity y
Salmon se asigné un promedio del 92.6% de lecturas, mientras que con STAR se asigndé
un promedio del 31.21%. Esto indica que Trinity superé en un 61.4% la asignacion de
lecturas, por lo sugiere que la reconstruccion de novo fue el mejor método.

La matriz de conteos generada fue analizada con el algoritmo de Deseq2, obteniendo un
total de transcritos expresados diferencialmente de 13,310 isoformas en la comparacién
de resistente de campo vs control (Rancho Nuevo vs Zacatecas). Para la comparacion
resistente de laboratorio vs control (Vargas vs Zacatecas), se identificaron un total de
14,175 isoformas, y en la comparacion entre resistente de campo vs resistente de
laboratorio (Rancho Nuevo vs Vargas) se registraron un total de 10,963 isoformas
expresadas diferencialmente. Al vincular la anotacién de Trinotate con la expresion
diferencial, se obtuvo una tasa promedio de asignacion de transcritos del 39.79%.

El analisis de expresidon diferencial sugiere la activacidon de rutas de desintoxicacion
metabdlica, evidenciada por los transcritos que codifican isoformas de la familia del
citocromo p450. En la comparacién resistente de campo vs control, se encontraron 30
isoformas reguladas positivamente y 31 reguladas negativamente. En la comparacion
resistente de laboratorio vs control, se identificaron 38 transcritos regulados positivamente
y 61 transcritos regulados negativamente. De manera similar, se observo expresion
diferencial en los transcritos que codifican para glutatiéon S-transferasa, con 5 transcritos
regulados positivamente y 10 transcritos regulados negativamente en la comparacion
resistente de campo vs control, y 5 transcritos regulados positivamente y 14 negativamente
en la comparacién resistente de laboratorio vs control, la comparacion Glutation S-
Transferasa Glutation S-transferasa Mu1 mostré solo expresion diferencial en la condicidn
resistencia laboratorio vs control (Vargas vs Zacatecas), obteniendo un total de dos
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isoformas, TRINITY_GG_14074 c28 g1 i6 con una regulacidon positiva con un
lofgold2change de 6.7 y TRINITY_GG_14074_c28_g1_i2 con una regulacion negativa con
un log2fc de -4.6, que en contraste con la literatura, se espera un log2fc expresado
negativamente para baja concentracidn de xenobioticos y un log2fc expresado positivo
para altas concentraciones de xenobidticos segun los el transcriptoma del organismo
modelo cercano (Dai et al., 2023).

CONCLUSIONES

El aislamiento y la secuenciacion del ARN mensajero de garrapatas Rhipicephalus
(Boophilus) microplus en tres condiciones de resistencia y susceptibilidad se realizo
ademas de una comparaciéon de metodologias para la reconstruccion de transcritos y el
mapeo, lo que permitio identificar la técnica mas adecuada para los datos disponibles y el
modelo bioldgico utilizado, resultando en el ensamblaje de 170,948 transcritos. El analisis
de expresion diferencial reveld6 genes expresados de manera significativa en cada
condicion, destacando aquellos relacionados con la desintoxicacién metabdlica, como el
citocromo P450 y la glutation S-transferasa, donde se observaron isoformas
sobreexpresadas y subexpresadas, lo que sugiere la activacion de procesos de
desintoxicacion.
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ABSTRACT: The cattle tick, Rhipicephalus microplus, is the main problem in
livestock farming in Mexico, with economic losses exceeding $550 million.
Traditional control methods use synthetic ixodicides, one of which is fipronil, an
acaricide from the phenylpyrazole family that disrupts the central nervous system of
ticks. However, the continuous and indiscriminate use of this acaricide has led to
significant resistance issues. Due to this resistance, various alternatives have been
developed, including nanoformulations. In this study, nanoparticles loaded with
fipronil (NP_F) were developed and characterized using the Eudragit® E PO polymer
and were tested against R. microplus larvae. The nanoformulation exhibited a size
of 143.43 + 1.88 nm, a polydispersity index of 0.162 + 0.011, and a Z potential of
21.16 £ 0.52 mV, proving to be stable for 30 days. Acaricidal activity was evaluated
using the immersion test, with lethal concentrations of 50 (CL50) 0.615 pg/ml and
90 (CL90) 3.314 upg/ml, showing no significant differences from fipronil. This
nanoformulation proved effective in controlling R. microplus populations, with its
main advantage being its water solubility, which allows for greater versatility in
application, such as immersion in large livestock herds or spraying for more uniform
distribution of the product.

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas, Nanoixodicidas, Fipronil, Garrapatas.

1. INTRODUCCION

En el mundo, existen mas de mil millones de bovinos, de los cuales
aproximadamente el 90% estan en riesgo debido a diversas especies de garrapatas.
Esta amenaza se debe a la naturaleza hematéfaga de las garrapatas, que provoca
una serie de pérdidas productivas significativas, como la reduccion de peso, anemia,
dafios en la piel, disminucién de la eficiencia reproductiva y una baja en la
produccion de leche. Ademas, los bovinos pueden verse afectados por
enfermedades trasmitidas por garrapatas como la babesiosis y la anaplasmosis
(Rodriguez-Vivas, et al., 2014). La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
es la principal problematica para el ganado en México, las pérdidas econémicas
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estimadas causadas por esta superan los 573,608,076 ddlares. (Rodriguez-Vivas
etal., 2017).

El método tradicional de control son los ixodicidas sintéticos, sin embargo, su
efectividad se ve limitada principalmente por errores en la aplicacion, lo que ha dado
lugar a poblaciones de garrapatas resistentes (Garcia-Ponce et al., 2024). El fipronil
es un ixodicida de la familia de los fenilpirazoles, el cual fue descubierto a finales de
los ochenta y puesto en el mercado en 1993, esto compuesto es muy efectivo contra
una gran variedad de artrépodos (Tingle et al., 2000).

Actualmente, su uso continuo e indiscriminado ha generado resistencia en
poblaciones de R. microplus en México (Miller et al.,2013). Ademas, este compuesto
presenta problemas de baja solubilidad en agua, siendo una limitante de formulacion
para lograr una aplicacién efectiva. Actualmente se comercializa en la modalidad
pour-on, sin embargo, esta formulacion presenta desafios particulares en hatos
ganaderos grandes, donde la administracion del producto puede ser inconsistente,
llevando a una dosificacion inadecuada. Esta combinacion de factores facilita la
generacion de garrapatas resistentes, lo que a su vez obliga a emplear dosis mas
altas o a buscar alternativas, elevando los costos y complicando la gestion de estos
parasitos (Rodriguez-Vivas et al., 2012).

En la actualidad, el uso de nanoparticulas poliméricas como vectores de principios
activos ha tomado gran relevancia en areas como la medicina veterinaria y la
biotecnologia (Gutiérrez et al., 2016). Las nanoparticulas son materiales de tamafo
nanomeétrico el cual les otorga propiedades unicas, como su alta area superficial y
la capacidad de superar diversas barreras biologicas, permitiendo su liberacion
controlada. Esto permite que se utilicen en sistemas de liberacion de farmacos
(Gomez-Gaete et al., 2014). Ademas, permiten la aplicacion del compuesto en
medio acuso, descartando la necesidad de utilizar disolventes organicos toxicos, lo
que las convierte en una opcion viable para formular ixodicidas sintéticos (Kah et
al., 2014). Teniendo en cuenta estas ventajas, este estudio se centrd en el desarrollo
y la caracterizacién de nanoparticulas poliméricas cargadas con fipronil, asi como
su evaluacion in vitro contra larvas de R. microplus.

2. MATERIALES Y METODOS

Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas poliméricas. Las
nanoparticulas cargadas con fipronil se prepararon mediante la técnica de
nanoprecipitacion (Fessi,1989). Brevemente se inyecto una fase organica
compuesta por el polimero (Eudragit® E PO) y fipronil disueltos en una mezcla de
solventes, en una fase acuosa que contenia alcohol polivinilico al 0.5% (p/v).
Posteriormente se eliminaron los solventes con ayuda de un rotaevaporador
(Control Laborota 4003, Heidolph Instruments, GER) y finalmente se obtuvieron las
nanoparticulas cargadas con fipronil (NP_F) en solucién acuosa. Las nanoparticulas
blanco (NP_B) se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento exceptuando el
ingrediente activo.

Tamaino, indice de polidispersion y potencial zeta. El tamario de particula y el
indice de polidispersidad de las nanoparticulas cargadas y blanco se midieron
utilizando la dispersion dinamica de la luz en un angulo de dispersion de 90 grados,
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mientras que, la medicién del potencial zeta se realizé mediante microelectroforesis
laser Doppler (Zetasizer Nano-ZS90, Malvern Instruments, UK).

Estabilidad. El tamafo de particula, el indice de polidispersidad y el potencial zeta
de las nanoformulaciones se analizaron a lo largo de un periodo de almacenamiento
de 1, 5, 15y 30 dias.

Analisis infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR). Se realizé un analisis
del polimero (Eudragit® E PO), de las nanoparticulas en blanco, de las
nanoparticulas cargadas, y del fipronil mediante espectroscopia IR-FT. Para
investigar posibles interacciones moleculares, se llevaron a cabo analisis con 64
escaneos en un rango de 4000 a 500 cm-1, utilizando un espectrofotometro IR-FT
Optical Frontier (PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.).

Garrapatas. Se recolectaron en Tantoyuca, Veracruz, México (21.599693, -
98.059910), garrapatas hembra ingurgitadas de R (B.) microplus de hatos
ganaderos con infestaciones naturales y libres de tratamiento. Las garrapatas
fueron extraidas manualmente y transportadas al laboratorio donde se llevé a cabo
este trabajo.

Establecimiento de la poblacion en el laboratorio. Las garrapatas fueron
transportadas al Laboratorio Multidisciplinario de Investigaciones de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
(UANL). Las garrapatas fueron incubadas a una temperatura de 28 + 2°C y una
humedad relativa del 80%-90% para inducir la oviposicion. Los huevos fueron
transferidos a un tubo de ensayo y se mantuvieron en las mismas condiciones hasta
su eclosion. Las larvas tenian entre 7 y 14 dias de edad cuando fueron usadas en
el diagnostico de resistencia y los bioensayos.

Diagnéstico de resistencia a fipronil. Se realizé el diagndstico de resistencia a el
fipronil utilizando la dosis discriminante (DD) de 0.05% (p/v) (Martinez-lbanez et al.,,
2021). Se utilizo la prueba de inmersion larval modificada (Castro-Janer et al., 2009),
y los ensayos se realizaron por triplicado contabilizando larvas vivas y muertas.

Bioensayos con nanoparticulas cargadas con fipronil. La actividad ixodicida del
fipronil sobre las larvas se evalu6 mediante la prueba de inmersion de larvas
modificada (Castro-Janer et al., 2009), a concentraciones 5, 3, 2, 1, 0.6, 0.2, 0.1
pg/mL de fipronil. De igual manera, para evaluar las NP_F se tomé6 un lote de
nanoparticulas como solucion madre (1500 pg/mL) con la cual se realizaron
diluciones a 5, 3, 2, 1, 0.6, 0.2, 0.1 uyg/mL. En ambos casos se evalud la mortalidad
transcurridas 24 horas. Para los resultados de la mortalidad se corrigio la mortalidad
larvaria utilizando la siguiente formula (FAO, 2004).

%M= (% Mortalidad de la prueba-% Mortalidad del control) / (100%-Mortalidad del
control) x 100

Analisis estadistico. Para determinar la CL50 y CL90 junto con sus intervalos de
confianza del 95%, se aplicé el analisis Probit utilizando el programa Polo-Plus
(LeOra Software®), utilizando las mortalidades de larvas de las diferentes
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concentraciones evaluadas. Se consideraron diferencias significativas entre las
concentraciones letales si los intervalos de confianza del 95% no se superponian
(LeOra Software®).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion y caracterizacion de nanoparticulas poliméricas. En este trabajo
se obtuvieron nanoparticulas cargadas con fipronil, los tamafos, pdi y potencial z.
En el estudio, las nanoparticulas evaluadas mostraron un tamano de 143.43+1.88
nm, mientras que las nanoparticulas blanco tuvieron un tamario de 119.41+2.05 nm.
Al comparar estos resultados con las nanoparticulas descritas en otro articulo,
donde se encapsularon los acaricidas fluazurén y amitraz utilizando un polimero de
chitosan-poly-E-caprolactona (CS_PCL), se observa que estas ultimas presentaron
tamanos significativamente mayores, entre 260 a 295 nm.

El indice de polidispersidad (PDI) de las nanoparticulas obtenidas en este estudio
oscilé entre 0.1 y 0.2, indicando una distribucion de tamafio mas uniforme y
controlada. En contraste, las nanoparticulas mencionadas en el articulo
comparativo mostraron un PDI entre 0.3 y 0.7, lo que refleja una mayor variabilidad
en los tamanos de las particulas.

Las nanoparticulas cargadas con fipronil tienen un potencial Z de 21.16 £ 0.52 mV,
y las nanoparticulas blanco, 21.81 + 1.27 mV. En comparacion, las nanoparticulas
de chitosan encapsuladas con amitraz y fluazurén tienen potenciales Z mas altos,
de 43 + 7 mV y 45 £ 10 mV, respectivamente, mientras que las nanoparticulas
blancas de CS_PCL tienen un potencial de 40 + 10 mV. Esto sugiere que las
nanoparticulas del estudio actual presentan menor potencial Z en comparacion con
las formulaciones de CS_PCL.

En general no se encontrd6 mucha informacion en la cual se hable sobre
nanoencapsulacion de acaricidas con nanoparticulas poliméricas lo cual revela un
campo inexplorado y con mucho potencial.

Estabilidad de las nanoparticulas. Los parametros de tamano, indice de
polidispersidad y potencial Z de las nanoformulaciones (NP_F y NP_B) se evaluaron
en funcion del tiempo. No se observaron diferencias significativas en un transcurso
de 30 dias.

Espectro FT-IR. Se obtuvieron los espectros del fipronil, el polimero, las NP_B y
NP_F para identificar la posible interaccién fisicoquimica que pudiera haber ocurrido
durante el proceso de preparaciéon de las nanoparticulas. Se pudo observar que los
espectros de las NP_B y NP_F fueron muy similares al espectro del polimero, por
lo tanto, no se produjo la formacién de nuevos enlaces entre el fipronil y el polimero
en la formulaciones de nanopatrticulas.

Diagnostico de resistencia a fipronil. En el estudio de resistencia que se realiz
en este trabajo se demostré que la poblacion de R. (B.) microplus con la que trabajos
es susceptible a el fipronil, por otro lado, en México se ha identificado resistencia en
algunas poblaciones, como en Tamaulipas, donde en 2013 se registré el primer
caso de resistencia al fipronil (Miller et al., 2013)

Bioensayos con nanoparticulas cargadas con fipronil. La actividad del fipronil
libre contra larvas de R. (B.) microplus se demostrd obteniendo valores de CL50 de
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0.526 pg/mly para el CL90 de 2.553 pg/ml, resultados similares a los obtenidos por
Castro-Janer et al., (2009) que obtuvo unas CL50 de 1.43 pg/ml y sus CL90 de 3.82
pug/ml. En cuanto a las CL50 y CL90 de las nanoparticulas cargadas con fipronil, se
obtuvieron unos valores de 0.615 ug/ml y 3.314 pg/ml, estos resultados no
evidenciaron diferencias significativas del compuesto libre. De igual forma las
nanoparticulas blanco se evaluaron contra las larvas de R. (B.) microplus sin tener
mortalidad alguna.

4. CONCLUSIONES

En este estudio se desarroll6 una formulacion de nanoparticulas poliméricas
cargadas con fipronil, la cual fue estable sin variaciones significativas durante el
periodo de treinta dias de almacenamiento. El tamafio de la nanoformulacion
cargada fue mayor que las de las blanco. Se demostré actividad larvicida por parte
de las nanoparticulas cargas con fipronil. No se observé una diferencia significativa
al comparar las nanoformulaciones con el fipronil libre, lo que sugiere que, hasta el
momento, ambos presentan una eficacia similar. Sin embargo, es importante
considerar que aun falta determinar el porcentaje de encapsulacion para llegar a
una conclusion definitiva. Esta nanoformulacion demostré ser viable para el control
de poblaciones de R. (B.) microplus, a diferencia de la forma comercial de este
acaricida, teniendo como principal ventaja la solubilidad en agua, lo que ayuda a
tener aplicaciones mas variadas como la inmersién para hatos ganaderos grandes
o la aspersion para una mejor distribucion del producto.
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ABSTRACT

Ticks are blood-sucking ectoparasites and also vectors of pathogens that cause diseases
in animals and humans. Next-generation sequencing (NGS) has allowed us to explore the
bacterial microbiota of ticks in greater depth, providing information on the commensal and
pathogenic bacteria they contain, many of which are not culturable. This has important
implications for public health, as it helps in the identification of emerging pathogens and the
development of new biological control strategies. In the Comarca Lagunera, Mexico, the
bacterial microbiota of the species Rhipicephalus sanguineus, Otobius megnini, Argas
persicus and Ornithodoros turicata has been studied by NGS using the V3-V4 region of the
16S rRNA gene with lllumina NovaSeq technology. We found each tick species dominated
by a different endosymbiont (Coxiella mudrowiae, C. burnetii or Fransicella-like) and that
there was variability in the presence of potentially zoonotic bacteria (Ehrlichia canis,
Anaplasma spp.). This shows that each tick species has a unique bacterial microbiota,
composed of commensal and potentially zoonotic species that have co-evolved with their
host; however, this is likely to change depending on the geographic region, so it is
necessary to conduct studies in different areas where the same tick species lives. Due to
the large amount of information it provides and its affordable cost, NGS is now an excellent
alternative for the study of tick bacteria in Mexico and other countries.

Palabras clave: 16S rRNA, Rhipicephalus, Ornithodoros, Argas, Coxiella.

INTRODUCCION

Las garrapatas son artropodos pertenecientes a la clase Arachnida que se agrupan en el
orden Ixodida. Son ectoparasitos, lo que significa que viven en la superficie de otros
animales (hospederos), de los cuales se alimentan succionando sangre. Existen mas de
900 especies de garrapatas, que se dividen en dos familias principales: Ixodidae
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(garrapatas duras) que tienen un escudo duro en la parte dorsal que las protege y
Argasidae (garrapatas blandas) que no tienen el escudo duro y su cuerpo es mas flexible.
Las garrapatas son vectores importantes de varios patdgenos que causan enfermedades
en animales y humanos. Estos patdgenos pueden ser bacterias, virus o protozoos, y las
garrapatas los transmiten a través de su saliva mientras se alimentan.

En las ultimas décadas, la secuenciacion de siguiente generacion (NGS, por sus siglas en
inglés) se ha posicionado como una herramienta crucial para el estudio de la microbiota
bacteriana de las garrapatas (Wu-Chuang et al., 2021). Esta tecnologia permite explorar la
compleja comunidad microbiana presente en estos vectores con un nivel de detalle sin
precedentes. La comprension de la microbiota bacteriana de las garrapatas no solo es
esencial para descifrar la ecologia de estos parasitos, sino que también tiene implicaciones
significativas para la salud publica, al ayudar en la identificacion de patégenos emergentes
y en el desarrollo de estrategias de control mas efectivas (Tokarz y Lipkin, 2021).
Tradicionalmente, la investigacién de la microbiota se basaba en medios de cultivo que
limitaban el descubrimiento de nuevas especies. Sin embargo, la NGS permite la
identificacion de bacterias no cultivables y proporciona una visién integral de la diversidad
microbiana en las garrapatas. Ademas, esta técnica permite analizar interacciones entre
patogenos y bacterias comensales, lo que puede influir en la virulencia y la capacidad de
transmision de enfermedades. La informacion detallada proporcionada por la NGS sobre
la microbiota bacteriana de las garrapatas también es crucial para el desarrollo de
estrategias de control; la identificacidon de bacterias que afectan la capacidad de las
garrapatas para transmitir patdgenos puede abrir nuevas vias para el control biolégico. Por
ejemplo, algunas bacterias presentes en la microbiota de las garrapatas pueden tener
propiedades antagonistas contra patoégenos especificos (Sphingomonas vs. Anaplasma
phagocytophilum; Mazuecos et al., 2023). Aprovechar estas bacterias para desarrollar
tratamientos o estrategias de manejo podria ser una alternativa efectiva y ecoldgica a los
meétodos tradicionales de control de garrapatas basados en pesticidas.

En los ultimos afos se han colectado garrapatas de cuatro especies (Rhipicephalus
sanguineus, Otobius megnini, Argas persicus y Ornithodoros turicata) en la Comarca
Lagunera, al norte de México, para conocer su microbiota bacteriana y los agentes
zoondticos que pueden transmitir. Se ha utilizado la NGS en una region del gen 16S rRNA
obteniéndose excelentes resultados. En este trabajo se presentan los hallazgos mas
relevantes en cuanto a la microbiota de estas garrapatas, asi como de la determinacion de
agentes con potencial zoondético de importancia en la salud publica para esta region.

MATERIALES Y METODOS

La Comarca Lagunera es una region situada en el norte de México, que abarca partes de
los estados de Coahuila y Durango. En conjunto abarca 15 municipios, entre los cuales
destacan Torreon, Tlahualilo, Matamoros, Ceballos, Mapimi, Lerdo y Gémez Palacio. El
clima es seco semi-arido con lluvias en verano.

La garrapata marron del perro (Ixodidae: Rhipicephalus sanguineus) fue colectada en
perros abandonados de las ciudades de Lerdo, Gémez Palacio y Torredn. La garrapata
espinosa (Argasidae: Otobius megnini) se colectd de bovinos en las localidades de
Ceballos y Bermejillo. Por su parte, Argas persicus (Argasidae) se colecté en maderos de

59

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



establos de cabras en Ceballos y Ornithodoros turicata (Argasidae) se encontrd
parasitando a la tortuga del Bolsén (Gopherus flavomarginatus) en la Reserva de la
Biosfera Mapimi. Las garrapatas se colectaron utilizando pinzas y frascos estériles para
posteriormente ser trasladadas al Laboratorio de Medicina de la Conservacion de la
Facultad de Ciencias Bioloégicas, UJED. Con ayuda de estereoscopio y bisturi se llevo a
cabo la diseccion de garrapatas no ingurgitadas recuperando el contenido interno. Para
cada especie se formaron de tres a 12 pools con el contenido de ocho a 10 garrapatas
cada uno, dependiendo de su tamano. Cada pool se colocé en un tubo de lisis
BashingBead con 750 pl de solucion de lisis/estabilizacion (Zymo Research); luego, las
muestras se procesaron en un disruptor celular Terralyzer (Zymo Research). La extraccion
de DNA se realiz6é con un kit ZymoBiomics DNA Miniprep (Zymo Research) siguiendo el
protocolo del fabricante.

Los pools se procesaron en Novogene Co. Inc. (Davis, CA) amplificando la region V3-V4
del gen 16S rRNA mediante los cebadores 341F (CCTAYGGGRBGCASCAG) y 806R
(GGACTACNNGGTATCTAAT). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 15 pL de
Phusion® High-Fidelity PCR Master Mix (New England Biolabs), 2 yM de cebadores
directos e inversos y aproximadamente 10 ng de DNA molde. El programa térmico consistié
en una desnaturalizacion inicial a 98 °C durante 1 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 98 °C durante 10 s, alineamiento a 50 °C durante 30 s y elongacion a
72 °C durante 30 s. Se mezcl6 el mismo volumen de tampdn de carga 1X (que contenia
SYB verde) y productos de PCR para la electroforesis en un gel de agarosa al 2 % para la
deteccion. Los productos de PCR se mezclaron en proporciones iguales. Los productos de
PCR mezclados se purificaron posteriormente con un kit de extraccion de gel Qiagen
(Qiagen, Alemania). Las bibliotecas de secuenciacion se generaron a través de un kit de
preparacion de muestras sin PCR de DNA TruSeg® (lllumina, USA) siguiendo las
recomendaciones del fabricante, y se agregaron cédigos de indice. La calidad de la
biblioteca se evalu6 en un fluorometro Qubit@ 2.0 (Thermo Scientific) y un sistema Agilent
Bioanalyzer 2100. Finalmente, la biblioteca se secuencié en una plataforma lllumina
NovaSeq y se generaron lecturas de extremos emparejados de 250 pb.

El analisis bioinformatico se realiz6 en plataforma Ubuntu, utilizando el programa
Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIMEZ2; Bolyen et al., 2019). Se utilizé el
algoritmo DADA2 para eliminar secuencias de baja calidad, filtrar secuencias
quiméricas/unicas y generar los Amplicon Sequence Variants (ASV; Callahan et al., 2017).
La base de datos Greengenes2 (McDonald et al., 2023) se utilizé para asignar la
taxonomia. Los ASV de los géneros se compararon con la base de datos NCBI a través de
la herramienta Blast, que considera un 97% de identidad como el porcentaje minimo de
identidad para aceptar la especie.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Comarca Lagunera, México, la microbiota de Rhipicephalus sanguineus se encontro
dominada por Coxiella mudrowiae (>60%) la cual ha sido reportada recientemente en otras
especies de garrapatas como un posible endosimbionte (Shi et al., 2022). Asimismo, esta
garrapata es portadora de Ehrlichia canis y Anaplasma platys, ambas de importancia en
salud publica (Silva et al., 2014; Arraga-Alvarado et al., 2014). Es importante mencionar
que en las muestras del estudio en cuestion no se registrd la presencia de Rickettsia
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rickettsii, bacteria causante de la Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas que ha
provocado muertes en habitantes de la Comarca Lagunera. Su ausencia puede deberse a
que al parecer R. rickettsii requiere que la garrapata ingiera sangre durante varias horas
para poder nutrirse, multiplicarse y posteriormente ser transmitida a la persona durante la
picadura (Azad y Beard, 1998), lo que significa que es dificil registrarla con NGS en
garrapatas no ingurgitadas. La garrapata Otobius megnini parasita los oidos de los bovinos.
Mas del 80% de su microbiota se observé compuesta por un endosimbionte Fransicella-
like; asimismo, mostré 12% de Mycoplasma alkalescens (una bacteria que ha sido aislada
de la cavidad nasal de los bovinos) y un 3% de M. yeatsii (reportada como habitante del
canal del oido externo de cabras). En el caso de la garrapata Argas persicus, mas del 80%
de su microbiota estuvo conformada por Coxiella burnetii y solo un pequefio porcentaje por
Rickettsia sp. (0.30%). La bacteria C. burnetii es zoonatica al ser la causante de la Fiebre
Q (Celina y Cerny, 2022); sin embargo, no se han reportado personas picadas por esta
especie de garrapata o casos de esta enfermedad en esta region. Finalmente, la microbiota
de Ornithodoros turicata se compuso por un 56% del endosimbionte Candidatus Midichloria
mitochondrii, un 25% de C. burnetiiy un 3% de Anaplasma sp. La bacteria M. mitochondrii
reside en las mitocondrias de las células ovaricas de las garrapatas y es capaz de ingresar
dentro de la membrana mitocondrial interna. Este comportamiento no es visto en muchas
otras bacterias y sugiere una relacion intima con la maquinaria celular de la garrapata.
Aunque su funcion exacta en las garrapatas no se ha aclarado por completo, se sugiere
una relacién simbidtica que podria jugar un papel importante en el metabolismo y la
reproduccion de las garrapatas (Kolo y Raghavan, 2023). Es evidente que cada especie
de garrapata mantiene una microbiota bacteriana propia, conformada por especies
comensales y/o potencialmente zoondticas, que ha co-evolucionado estrechamente con su
hospedero aportado beneficios que le han permitido sobrevivir; sin embargo, la funcién
exacta de cada bacteria en el cuerpo de las garrapatas aun no se conoce del todo. Por otra
parte, es probable que la microbiota y las especies zoonéticas de cada especie de
garrapata sea distinta en diferentes areas geograficas, por lo que sera necesario realizar
este tipo de estudios en cada poblacién donde exista riesgo de salud publica. En este caso
la garrapata marrén del perro es el mejor ejemplo, ya que se encuentra distribuida en casi
la totalidad de los estados de México donde las condiciones climaticas y de habitat son
variables.

Cabe resaltar que la secuenciacion de solo una regién del gen 16S rRNA (en este caso V3-
V4) es econdbmicamente accesible, sin embargo, presenta la limitante de que existen ASV
que solo alcanzan a clasificarse a nivel de género. En el caso de requerir profundizar en la
taxonomia de algun taxén importante, se debe recurrir a la secuenciacion completa del gen
16S de la microbiota, utilizando por ejemplo la tecnologia de Pacific Biosciences (PacBio)
o a la PCR convencional utilizando cebadores especificos.

CONCLUSIONES

La secuenciacién de siguiente generacion ha transformado el estudio de la microbiota
bacteriana de las garrapatas al proporcionar una vision detallada y exhaustiva de las
comunidades microbianas presentes en estos vectores. Esta tecnologia facilita la
identificacion de bacterias comensales y patégenos con potencial zoonotico en una sola
corrida de muestras. Al igual que en la Comarca Lagunera, es importante que en todo
México se desarrollen este tipo de estudios para conocer y en un futuro controlar a los
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patogenos transmitidos por garrapatas, impactando de manera positiva la salud publica de
sus habitantes.
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ABSTRACT
Tick-borne diseases (TBDs) represent a significant veterinary concern globally, affecting

both livestock and companion animals, and posing potential zoonotic risks to humans. The
spread of TBDs is influenced by the presence of vector ticks and ecological factors like
climate and host availability. This study represents the first step in a broader research
initiative aimed at developing predictive models for ticks associated with TBDs in North
American cattle. We used several bibliographic search engines, including Google Scholar,
Web of Science, and Scopus, to compile information on the various TBDs affecting cattle in
North America. Additionally, we investigated the tick species involved in the transmission of
these diseases. As a result, we identified four major TBDs that pose significant risks to
cattle: anaplasmosis, babesiosis, theileriosis, and heartwater. Each of these diseases is
associated with specific tick vectors. We identified fourteen tick species potentially involved
in the transmission of these TBDs. By utilizing data from various repositories and vector
surveillance programs, we developed a geo-referenced database encompassing these tick
species. The distribution of ticks involved in TBDs affecting cattle was not uniform across
North America, but was concentrated in specific regions, correlating with ecological and
climatic conditions. The database elaborated will be used for the elaboration of TBDs risk
models. These models will provide a comprehensive perspective on the distribution of
vector ticks, incorporating a One Health approach by considering the environment,
livestock, and wildlife. The final risk maps aim to identify regions with heightened
vulnerability to tick-borne diseases, thereby assisting in the formulation of targeted
interventions and disease control strategies.

RESUMEN
Las enfermedades transmitidas por garrapatas (ETGs) representan una preocupacion

veterinaria significativa a nivel mundial, afectando tanto al ganado como a animales de
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compania, y presentando posibles riesgos zoondticos para los humanos. La propagacion
de las ETGs esta influenciada por la presencia de garrapatas transmisoras y factores
ecologicos como el clima y la disponibilidad de huéspedes. Este estudio representa el
primer paso en una iniciativa de investigacion mas amplia orientada al desarrollo de
modelos predictivos para las garrapatas asociadas con ETGs en el ganado
norteamericano. Utilizamos varios motores de busqueda bibliografica, incluidos Google
Scholar, Web of Science y Scopus, para compilar informacion sobre las diversas ETGs que
afectan al ganado en Norteamérica. Ademas, investigamos sobre las especies de
garrapatas involucradas en la transmision de estas enfermedades. Como resultado,
identificamos cuatro ETGs principales que presentan riesgos significativos para el ganado:
anaplasmosis, babesiosis, theileriosis e hidropericardias. Cada una de estas enfermedades
esta asociada con vectores especificos de garrapatas. Identificamos catorce especies de
garrapatas potencialmente involucradas en la transmision de estas ETGs. Utilizando datos
de varios repositorios y programas de vigilancia de vectores, desarrollamos una base de
datos georreferenciada que abarca estas especies. La distribucion de las garrapatas
involucradas en ETGs que afectan al ganado no es uniforme en toda América del Norte,
sino que se concentraba en regiones especificas, correlacionadas con condiciones
ecologicas y climaticas. La base de datos elaborada se utilizara para la creacion de
modelos de riesgo de ETGs. Estos modelos proporcionaran una perspectiva integral sobre
la distribucion de garrapatas vectores, incorporando un enfoque de Una Sola Salud al
considerar el ambiente, ganado y vida silvestre. Los mapas de riesgo finales tienen como
objetivo identificar regiones con una mayor vulnerabilidad a las enfermedades transmitidas
por garrapatas, lo que ayudara en la formulacion de intervenciones especificas y
estrategias de control de enfermedades.

INTRODUCTION

Vector-borne diseases, particularly those transmitted by ticks, pose major threats to animal
and human health. Ticks are key vectors, spreading a wide range of tick-borne diseases
(TBDs) and causing significant health and economic problems (Sonenshine & Roe 2013).
TBDs exemplify the intersection between human, domestic animal, and wildlife health,
representing a complex challenge to livestock health and productivity worldwide (Jubb et
al. 2015, Railey & Marsh 2021). These diseases affect livestock by reducing milk
production, causing weight loss, and increasing mortality rates. Understanding the
interactions between ticks, pathogens, and hosts is crucial for developing effective control
and prevention strategies.

TBDs in livestock are caused by a multitude of pathogens. Each disease presents unique
challenges in terms of diagnosis, treatment, and management. The geographical
distribution of TBDs is influenced by the ecology and behavior of the tick vectors, which in
turn are affected by abiotic factors such as the climate, temperature, and humidity, and by
biotic factors such as the availability of host animals and the presence of natural predators
(Estrada-Pena et al. 2016). Understanding these factors is crucial for developing effective
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strategies to control tick populations and mitigate the impact of tick-borne diseases on cattle
(Lippi et al. 2021).

To effectively address the issue of TBDs in cattle, a multifaceted approach is required. This
includes improving our understanding of the epidemiology and transmission mechanisms
of these diseases, enhancing diagnostic and treatment methods, and implementing
integrated pest management strategies. The purpose of this study is to provide a
comprehensive overview of the major tick-borne diseases affecting cattle in North America
and create a database according to it. It will explore the distribution of the various tick
species involved in transmitting these diseases to cattle. The database developed will be
the starting point to elaborate risk maps for different diseases to offer a broad overview of
high-risk areas across North America.

Methodology

Using various bibliographic search engines, searches were conducted to address all tick
species involved in the transmission of infectious diseases in cattle. Google Scholar, Web
of Science, and Scopus were used to obtain comprehensive information. Keywords such
as ‘tick’, ‘tick-borne diseases’, ‘vector-borne diseases’, ‘cattle’, ‘livestock’, ‘America’, and
‘pathogens’ were employed. Based on the results from various documents, including
scientific articles, reports, books, and book chapters, information was compiled on all
diseases affecting cattle, or at risk of affecting cattle, based on the presence and distribution
of ticks in North America. Our study area was composed of the countries of Canada, USA,
Mexico and the ones in the Caribbean region.

After compiling information of all TBDs that pose a risk to cattle, a database was developed
to include all genera and species of ticks involved in the transmission of these diseases.
This database covers both native ticks found in North America and exotic species that have
recently been established in the region. Once identified the tick species with potential to
transmit diseases to cattle, a search was conducted for data on the distribution of these
species. Various repositories, databases, reports, and scientific articles were consulted to
create a comprehensive database covering most of the documented distribution of these
species. The repositories used include the Global Biodiversity Information Facility (GBIF),
iNaturalist, Walter Reed Biosystematics Unit, and the SPOOC package (Owens et al. 2024),
which sources information from GBIF, iNaturalist, eBird, Integrated Digitized Biocollections
(iDigBio), VertNet, the Ocean Biogeographic Information System (OBIS), and the Atlas of
Living Australia (ALA).

RESULTS AND DISCUSSION
A total of four cattle TBDs are present with the potential spread in North America due to the

presence of competent vectors on the American territory. These diseases are:
anaplasmosis, babesiosis, theileriosis, and heartwater.

Bovine anaplasmosis are due to infection with Anaplasma marginale, an obligate
intracellular bacterium classified under the family Anaplasmataceae, order Rickettsiales. It
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is the most widespread tick-borne disease affecting cattle worldwide, predominantly
occurring in tropical and subtropical regions, but also present in temperate areas (Kocan et
al. 2010, World Organization Animal Health 2024).

Bovine babesiosis, also known as piroplasmosis, Texas fever, red water disease, and cattle
tick fever is caused by Babesia bovis and B. bigemina, protozoas in the family Babesiidae,
order Piroplasmida. It was widely distributed in North America, till its final eradication form
the US in 1961 (Barr et al. 1977). Nowadays it persists in Mexico, with prevalences higher
of 90% in the southern regions (Salinas-Estrella et al. 2022).

Theileriosis is a disease caused by protozoa of the family Theileriidae in the order
Piroplasmida. Over a dozen species of Theileria infect livestock, with varying impacts. While
some species circulate asymptomatically, others can lead to severe illness, marked by high
morbidity and mortality rates. The T. buffeli/T. orientalis species, particularly the lkeda
genotype (type 2), has emerged as the predominant strain in recent outbreaks of oriental
theileriosis, now reported in North America (Spickler 2019).

Heartwater results from infection by Ehrlichia ruminantium, a bacterium in the family
Anaplasmataceae and order Rickefttsiales. In North America is restricted to the Caribbean
region, thought to be currently in Guadeloupe, Antigua and Marie Galante. The presence of
heartwater in the Caribbean significantly heightens the risk of its introduction to mainland
North America, either anthropically through the traffic of animals or naturally via the
migration of cattle egrets (Bubulcus ibis) (Corn et al. 1993).

Regarding these TBDs, 14 tick species are present in North America with the potential to
transmit these diseases to livestock. These species include: Dermacentor hunteri, D.
albipictus, D. andersoni, D. variabilis, D. occidentalis, Ixodes scapularis, Amblyomma
cajennense, A. maculatum, A. variegatum, Haemaphysalis longicornis, H. punctata,
Rhipicephalus microplus, R. annulatus, and R. sanguineus. The distribution of these ticks,
which are involved in pathogen transmission to American livestock, spans much of the
territory from southern Mexico to Canada. However, their distribution is not uniform,
highlighting that the risk to livestock is not evenly spread. Risk levels vary depending on
environmental conditions that favor the presence and/or abundance of different species
capable of disease transmission. Environmental factors such as temperature and humidity,
along with ecological factors like suitable vegetation and the presence of wildlife that serve
as hosts for these species, play a key role in the persistence and spread of these vectors.

Following the creation of the database, the next phase of this project involves developing
distribution models for the selected species, considering environmental factors, cattle, and
wildlife hosts. The distribution of various tick species appears to be insufficiently understood
in certain regions. Consequently, the development of these models is intended to address
these gaps by offering crucial insights into the spatial distribution and ecological dynamics
of tick populations. Additionally, based on the tick species involved in each disease, we will
integrate the different models to create risk maps for each specific disease. This will provide
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a large-scale perspective, grounded in a One Health approach, to better understand the
processes driving tick distribution. Such insights will be crucial for implementing effective
disease control measures.

CONCLUSIONS
This study underscores the significant presence and potential spread of TBDs in North

America, highlighting the diverse and geographically varied tick species capable of
transmitting these pathogens. The identification of four major diseases—anaplasmosis,
babesiosis, theileriosis, and heartwater—along with their respective vectors, emphasizes
the need for comprehensive monitoring and risk assessment. The development of a geo-
referenced database serves as a crucial foundation for creating distribution models that
integrate the environment, livestock, and wildlife. By adopting a One Health approach, this
research aims to enhance our understanding of tick distribution dynamics and inform
targeted disease control strategies to mitigate the risks posed to livestock.
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RESUMEN

Rhipicephalus microplus is of extreme importance in livestock farming due to its effects on
productive losses and the health of cattle. The strategy used to control ticks is the
application of ixodicide chemical agents, however, their continuous and indiscriminate use
has given rise to multi-resistant tick populations and to environmental impacts. Due to this,
the use of botanical compounds emerges as promising and environmentally friendly
alternatives; however, these compounds have limitations such as their low solubility in water
and low stability in the environment. Thus, the formulation of plant extracts in polymeric
nanoparticles has been proposed as an alternative to facilitate their application and protect
their components from environmental conditions, having the possibility of taking advantage
and enhancing their acaricidal activity. In this work, a nanoformulation based on a
compound of natural origin was developed and its acaricidal activity on R. microplus larvae
was evaluated. The compound used was nanoencapsulated by the nanoprecipitation
technique and the nanoparticles obtained were characterized based on their size,
polydispersity index, { potential and active ingredient content. Subsequently, the acaricidal
activity of the free compound and that incorporated in nanoparticles was evaluated by
means of the larval immersion test. The nanoformulation presented an average size of
126.4 + 4.67 nm, a polydispersity index of 0.149 £ 0.032 and a ( potential of -14.89 + 4.23
mV, which corresponds to optimal physicochemical characteristics to evaluate its lethality
against ticks. In biological assays, the 50% Lethal Concentration of the free active ingredient
and the nanoformulation was determined, showing that the acaricidal activity was higher
when the active ingredient was nanoformulated. Likewise, the nanoformulation showed
acaricidal activity, and could be considered as a possible treatment for tick control.

Palabras clave: Ticks, botanical compounds, nanoparticles, nanotechnology

INTRODUCCION

La especie de garrapata Rhipicephalus microplus tiene un alto impacto en la ganaderia
mexicana con pérdidas econdmicas anuales estimadas en los 573.61 millones de ddlares
(Rodriguez-Vivas et al., 2017). Esto se debe a su alimentacion hematofaga que ocasiona
perdidas productivas y a que actua como vector de agentes patégenos que causan
enfermedades como la babesiosis y la anaplasmosis (De La Fuente et al., 2008).
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El método de control convencional se basa exclusivamente en el uso de productos quimico.
Sin embargo, su aplicacién excesiva y descontrolada ha dado lugar a una serie de
problemas, que incluyen la generacion de resistencia, contaminacion ambiental, efectos
toxicos en especies no objetivo, problemas de residuos en alimentos y riesgos para la salud
humana (Valsoni et al., 2020; Vilela et al., 2020)

Las tendencias actuales requieren desarrollar alternativas efectivas, seguras y rentables
para el control de garrapatas, los cuales aporten soluciones a la problematicas que se
enfrentan los métodos de control convencional. En este contexto, el uso de compuestos
derivados de plantas como agentes ixodicidas se consideran una alternativa prometedora
de baja toxicidad y si efectos a la salud y el medio ambiente, ademas se cree tiene el
potencial de ayudar a mitigar la resistencia (Adenubi et al., 2018; Pavela y Benelli, 2016).
Sin embargo, a pesar de su actividad ixodicida, no se han desarrollado productos
comerciales debido a que dichos compuestos enfrentan desafios para ser estandarizados
y estabilizados ademas de ser solubles en solventes organicos toxicos. Particularmente la
piperina es un alcaloide que se encuentra en los frutos de diferentes especies de pimientos
del género Piper. Este compuesto posee diversas actividades biolégicas entre las que
destaca su efecto acaricida contra larvas y hembras adultas ingurgitadas de R. microplus
(Hagetal., 2021; da Silva et al., 2021). Sin embargo, su baja solubilidad en medios acuosos
es una limitante para su aplicacion biolégica en el campo.

En este contexto, la incorporacion de compuestos botanicos en sistemas nanoparticulados
poliméricos puede ayudar en la estabilidad de los compuestos naturales dando solucion a
los problemas de solubilidad, eliminado el uso de solventes organicos que representen
alguna toxicidad. Ademas, pueden promover la interaccion con sistemas biologicos,
facilitando la absorcion de los compuestos activos, convirtiéndolos en una excelente
alternativa para formular productos naturales aplicados al control de garrapatas (Irache et
al., 2011; Armendariz-Barragan et al., 2016; Figueiredo et al., 2022).

Considerando la actividad de la piperina, se desarroll6 y caracterizo una formulacion que
consistio en la incorporacion del alcaloide en nanoparticulas poliméricas, del cual se evalud
su efecto ixodicida contra larvas de R. microplus, con la finalidad de obtener un prototipo
de formulacidn nanoixodicida de origen natural.

MATERIALES Y METODOS

Preparacién y caracterizacion de nanoparticulas poliméricas. Las nanoparticulas
cargadas con piperina se prepararon mediante la técnica de nanoprecipitacion (Fessi et al.,
1989). Brevemente, se inyectaron 5 mL de una fase organica que contenia el polimero y
piperina disueltos en una mezcla de solventes, en una fase acuosa que contenia alcohol
polivinilico al 0.5 % (p/v). Posteriormente, se eliminaron los solventes utilizando un
rotaevaporador (Control Laborota 4003, Heidolph Instruments, GER). Se obtuvieron dos
formulaciones de nanoparticulas las que contenian piperina (NP_Pip) y las nanoparticulas
sin piperina (NP_Bco). Las formulaciones se caracterizaron en funcion del tamafio de
particula, el indice de polidispersidad y potencial { en un equipo Zetasizer Nano-ZS90,
Malvern Instruments, UK.

Cuantificacion de piperina incorporada en nanoparticulas. Se desarroll6 un método
analitico mediante cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) para la cuantificacién de
la piperina incorporada en las nanoparticulas (NP). Se utilizé un sistema HPLC-Varian con

71

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



detector UV-Vis (Varian ProStar Modelo 325, USA) y una columna de fase reversa C18
(ZORBAX Eclipse XDB, 2.1 x 150 mm, 5 ym, Agilent Technologies®). El volumen de
inyeccion fue de 10 pL de muestra y se mantuvo la temperatura de la columna a 30 °C. La
curva de calibracion se prepard utilizando cinco niveles de concentracidn, y la deteccion se
realizé a 343 nm.

Para la cuantificacion, las formulacion se centrifugé a 25,000 RPM durante una hora
(Allegra 64R Centrifuge, Beckman-Coulter, USA). Luego, se solubilizé el sedimento en la
fase movil y se inyectdé en el HPLC realizando las diluciones correspondientes para cada
formulacion. Cada ensayo se realizé por triplicado. Finalmente, se determind el porcentaje
de encapsulacion y porcentaje de eficiencia de encapsulacion (% EE) utilizando las
Formula 1y 2.

(mg de Piperina en NP)

%E = x 100 (1)

(mg del polimero+mg totales de Piperina)

x 100 (2)

mg de piperina encapsulada

%EE =

mg totales de piperina

Garrapatas y diagnostico de resistencia. Se recolectaron garrapatas hembra
ingurgitadas de R. microplus de ganado naturalmente infestado y libre de tratamiento en
una unidad de produccién en el municipio de Tantoyuca, Veracruz, México (21°21'07.6" N
y 98°14” W). Las cuales fueron incubadas a 28 + 2°C y una humedad relativa del 80%-90%
para inducir la oviposicién. Después de la oviposicion, los huevos fueron transferidos a
tubos de ensayo y se mantuvieron en las mismas condiciones hasta la eclosion de las
larvas. Posteriormente se ralizo el diagndstico de resistencia a ixodicidas quimicos y los
bioensayos con las nanoparticulas para los que se utilizaron larvas de entre 7 y 14 dias de
edad.

El diagnéstico de resistencia a los principios activos de ixodicidas convencionales: amitraz,
cipermetrina, clorpirifos y fipronil se realizé utilizando las Dosis discrimiantes (DD)
reportadas por Martinez-lbafnez et al. (2021). Todos los ensayos se realizaron por
triplicado, contabilizando larvas vivas y muertas, considerando como vivas aquellas
capaces de caminar y como muertas aquellas incapaces de caminar.

Bioensayos con nanoparticulas cargadas con piperina. La actividad ixodicida de la
piperina sobre larvas de R. microplus se evalud utilizando la prueba de inmersién de larvas
modificada por Castro-Janer et al. (2009). El compuesto libre se evalué a concentraciones
de 375, 500, 750, 1000, 2000, 4000, 6000 y 7000 pg/ml. El efecto ixodicida de los
tratamientos en tubos se evalud transcurridas las 24 horas, tras las cuales se registro la
cantidad de larvas vivas y muertas. Las nanoparticulas cargadas con piperina se
concentraron en un rotaevaporador (Control Laborota 4003, Heidolph Instruments, GER) y
se evaluaron mediante la misma prueba a 140, 280, 560, 1120, 2240, 3360, 4480 y 5600
pg/ml. En caso de que la mortalidad en el grupo de control superara el 5%, se consideraba
nula la prueba de bioensayo y se repetia.

Analisis estadistico. Para determinar la CL50 y CL90 junto con sus intervalos de
confianza del 95%, se aplico el analisis Probit utilizando el programa Polo-Plus (LeOra
Software®), utilizando las mortalidades de larvas de las diferentes concentraciones
evaluadas. Se consideraron diferencias significativas entre las concentraciones letales si
los intervalos de confianza del 95% no se superponian (LeOra Software®).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Preparaciéon y caracterizacion de nanoparticulas poliméricas. La nanoparticulas
formulacion NP_Pip presento tamafo de 156.4 + 4.67 nm, indice de polidispersidad de
0.149 £ 0.032 y un potencial de ¢ -26.89 + 4.23 mV. La formulacion NP_Bco evidencio
tamano de 110.4 £ 5.67 nm, indice de polidispersidad de 0.059 + 0.062 y un potencial de ¢
-18.88 £ 5.32 mV. Estos resultados son similares a los obtenidos por de Oliveira et al.,
(2022) quienes desarrollaron nanoparticulas polimericas cargadas con piperina como
tratamiento contra Aedes aegypti obteniendo resultados similares con tamafos de 187 nm,
indices de polidispersidad de 0.116 y potencial ¢ de -28.961. Estos resultados no indican
que las caracteristicas obtenidas en la nanoformulacion pueden evaluarse contra
organismos artropodos.

Cuantificacion de piperina incorporada en nanoparticulas. En el método analitico
desarrollado se obtuvo una curva de calibracion con un coeficiente de correlacion (R?) de
0.9985, limite de deteccion (LD) de 1.56 ug/mL, limite de cuantificacion (LC) de 5.13 ug/mL
y precision de 6.2%. Para la formulacién NP_Pip el valor de %E fue de 19.53 + 1.67 y dé
% EE fue del 72.89 + 7.34. De manera similar Oliveira et al., (2022) obtuvieron % E del
98.2, sin embargo, los autores utilizaron un componente lipidico en su formulacion y su
meétodo analitico de cuantificaciéon fue desarrollado empleando espectrofotometria UV-
visible.

Garrapatas y diagnéstico de resistencia. Las evaluaciones de resistencia mediante
dosis discriminantes evidenciaron que la poblacion de garrapatas utilizada era resistente a
cipermetrina y amitraz y susceptible a clorpirifos y fipronil. Estudios previos han
documentado que R. microplus en México ha desarrollado resistencia a varios acaricidas
comunes, entre ellos coumafos, clorpirifos, amitraz, cipermetrina y fipronil, entre otros
(Rodriguez-Vivas et al., 2021).

Bioensayos con nanoparticulas cargadas con piperina. En el bioensayo se demostro
la actividad ixodicida de la piperina libre contra larvas de R. microplus resistentes a
cipermetrina y amitraz con una CL50 y CL90 de 1795.34 y 5891.56 ug/ml. La formulacién
NP_Pip contra larvas de R. microplus evidencio una CL50 y CL90 de 700.965 y 2813.234
ug/ml respectivamente.La formulacion NP_Bco no evidencié mortalidad sobre larvas de la
garrapata ya que se incluyo en las pruebas como control negativo. De manera general, se
logré observar que la piperina incorporada en NP presenté mayor actividad ixodicida que
la piperina libre. El desarrollo de tratamientos contra garrapatas utilizando nanoparticulas
como sistemas de liberacion de productos naturales es un area de investigacion
emergente, por lo que, hay pocas investigaciones al respecto destacando a nuestra
investigacion como el primer informe que evalua un compuesto natural contra larvas de R.
microplus resistentes a acaricidas convencionales.

CONCLUSIONES

Se logro obtener una formulacion de nanoparticulas poliméricas estable cargadas con un
compuesto de origen natural, la cual presento actividad ixodicida contra larvas de R.
microplus resistentes a cipermetrina y amitraz. Ademas, se observaron diferencias
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significativas al compararse con la piperina no encapsulada, lo que indic6 que la
incorporacion en nanoparticulas poliméricas favorecié la actividad ixodicida de la piperina.
Esta formulacion podrian ser una opcidn viable para el control de garrapatas.
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EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD DE LA VITELOGENINA PARA EL
DESARROLLO DE UNA VACUNA CONTRA LA GARRAPATA AMBLYOMMA
MIXTUM.

EVALUATION OF THE IMMUNOGENICITY OF VITELLOGENIN FOR THE
DEVELOPMENT OF A VACCINE AGAINST AMBLYOMMA MIXTUM TICK.
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Ticks are ectoparasitic arthropods that are vectors of pathogens that are
important in veterinary and public health. In beef cattle, the tick Amblyomma mixtum
is considered the second most important genus in Mexico, after Rhipicephalus
microplus. 1t is capable of causing damage to animals and transmitting
disease-causing pathogens, so it is advisable to design programs for its control.
Vaccination is an effective, ecological and economically viable alternative to the use
of Ixodicides. In studies carried out, some antigens were determined to intervene
with the physiological development of the tick at all stages of its life. In this project,
the immunogenicity of various Vitellogenin peptides were evaluated by immunizing a
group of rabbits to select the peptides that generate considerable antibody titers. The
purpose of the research is based on selecting immunogenic peptides in the animal to
later carry out an experimental challenge and evaluate changes in the development
of the tick and, in this way, influence the control of tick populations, reducing the
impact on the country's livestock, preventing the transmission of diseases of
importance to public health and the permanence of pathogens, also reducing the use
of Ixodicides, generating a lower environmental impact and the reduction of chemical
consumption in food of animal origin.

Palabras clave: Garrapata, Amblyomma, vitelogenina, anticuerpos, vacuna.

a. Introduccién

Las garrapatas son artropodos ectoparasitos de animales domésticos,
silvestres y humanos que cumplen su ciclo de vida en uno o mas hospedantes, son
vectores de patégenos importantes en la salud veterinaria y de salud publica
(Mathinson and Pritt, 2014; Cooley & Kohls, 1944). En México no se cuenta con
suficiente informacion acerca del impacto econémico que tiene el género
Amblyomma, sin embargo, es considerada el segundo género mas importante en la
ganaderia bovina, solo después de Rhipicephalus microplus, ya que se encuentra
ampliamente distribuida y esta implicada en problemas de salud animal (Rodriguez
Vivas et al., 2006; Alonso Diaz et al., 2013; Rivera Paez et al., 2016). De manera
directa, las garrapatas del género Amblyomma son capaces de ocasionar dafo en la
piel por el tamano de las piezas bucales y el volumen de sangre que consumen, lo
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que puede llevar a los animales a padecer estados de anemia en parasitosis
severas; de forma indirecta, es capaz de transmitir patégenos causantes de
enfermedades, como la Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas, otras
Rickettsiosis, Heartwater, Tularemia enzootica, etc. (De Lemos et al., 1997). Se ha
estimado que las pérdidas por las infestaciones de garrapatas y las enfermedades
que transmiten estan entre los 13.9 y los 18.7 mil millones de ddlares (FAO, 2010;
INEGI, 2007). Dentro del género Amblyomma se incluyen varias especies, A.
cajennense se describe como la de mayor importancia en México (Woodman, 1983).
En trabajos previos este taxon se reorganizé en un complejo de seis especies
validas; A. cajennense sensu estricto, A. mixtum, A. sculptum, A. interandinum, A.
tonelliae y A. patinoi. (Rivera Paez et al., 2016). Neumann (1899) considerd
sinbnimo a A. cajennense con A. mixtum, siendo la segunda garrapata de mayor
importancia en bovinos en el trépico mexicano (América Nava et al., 2014). Esta
asociada a bovinos y equinos, sin embargo, puede parasitar varios hospedantes,
incluyendo a los humanos (Rodriguez Vivas et al., 2016).

Resulta de vital importancia encontrar un método de control eficaz contra esta
garrapata, la vacunacion resulta una alternativa efectiva, ecologica vy
economicamente viable al uso de Ixodicidas. Actualmente no existe registro de
alguna vacuna desarrollada contra Amblyomma mixtum (De la Fuente y Koncan,
2006). De la Fuente y Contreras (2015) mencionan que el desarrollo de vacunas
contra garrapatas se basan en la identificacion de proteinas con una funcién
biolégica relevante, es decir, aquellas que participan en la regulacion fisiolégica, la
modulacion de la respuesta inmune del hospedante y la transmision de patégenos.

En estudios realizados (Tellam et al., 2002; Contreras y de la Fuente, 2016;
Guerrero et al., 2014) se determinaron diversos antigenos con eficacia considerable
en otras especies de garrapatas. Las vitelogeninas son un grupo de proteinas que
se sintetizan en los ovarios, intestinos y cuerpo graso de la garrapata; se libera en la
hemolinfa para que los ovocitos la tomen; interviene en el proceso de formacion de
huevos, en la embriogénesis y es la principal fuente de nutrientes para el embrién
(Xavier et al., 2018). La interrupcién de la vitelogenina puede provocar la disfuncién
de algunas actividades primordiales de las garrapatas, como la de las células
intestinales; la proteinasa esta involucrada en la digestion del alimento dentro del
intestino, la detoxificacién de agentes nocivos como insecticidas, la activacion de la
cascada de la fenoloxidasa en respuesta a infecciones bacterianas, entre otras
(Robles Graham, 2020). Con base en esto, se espera que una garrapata alimentada
en un animal inmunizado con péptidos basados en la proteina Vitelogenina, tenga
un cambio en su desarrollo fisiolégico, principalmente disminuir la viabilidad de los
ovocitos de la siguiente generacion evitando la entrada de itelogenina al ovocito
(Wang & Nuttall, 1999).

Los conejos son una especie animal favorable para la generacién y obtencion
de anticuerpos contra los péptidos candidatos, esto debido a que son capaces de
producir una elevada cantidad de anticuerpos de excelente calidad, logrando
optimizar experimentos posteriores; otra ventaja son las areas reducidas que los
requerimientos espaciales pide, ademas del menor riesgo para el personal que

%
%Q,. SENASICA

SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA

76



implica en el manejo de los animales. Se decidié la utilizacién de la raza Nueva
Zelanda por las orejas de gran tamano que facilitan la recoleccion de sangre de los
vasos sanguineos auriculares. La utilizacion de conejos en un sistema in vivo
(animales vivos) es una opcion economica y de manejo factible que resulta
necesario para la generacion de anticuerpos contra los péptidos de Vitelogenina,
proteinas que se espera reconozcan los epitopos en la garrapata Amblyomma
mixtum y asi, realizar un ensayo de desafio por medio de infestaciones
experimentales en animales con anticuerpos especificos contra estas proteinas e
identificar aquellas que sean capaces de intervenir con la funcién biolégica del
artropodo, es decir, la capacidad de sobrevivencia y reproductiva.

b. Materiales y Métodos
Materiales para toma y analisis de muestras sanguineas: Agujas calibre
23-25, guante, tubos Vacutainer de extraccion sanguinea, torundas de algodén y
alcohol etilico.
Materiales para técnica de ELISA: Microplacas ELISA, reactivos para
elaboracion de placas ELISA, puntas de micropipeta 10, 20, 1000 uL, suero de
animales inmunizados.

Péptidos experimentales: Diez fueron seleccionados para este trabajo, fueron
previamente disefados y sintetizados a partir de un proyecto de investigacion
realizado por Guerrero-Solorio (investigacion en curso aun no publicada). Los cuales
corresponden a Vg1Amix1, Vg1Amix2, Vg1Amix3, Vg1Amix4, Vg1Amix5,
Vg2Amix1, Vg2Amix2, Vg2Amix3, Vg2Amix4 y Vg2Amix5. Para el analisis de la
inmunogenicidad de cada péptido se utilizaron 2 conejos, un total de 20 animales,
mas 2 conejos como grupo control (22 animales en total).

Metodologia:

Criterios de inclusion y exclusion: Se realizaron analisis de muestras en
conejos experimentales para determinar su estado de salud. Se constato el estado
de salud de los animales a través de un examen quimico sanguineo, biometria
hematica y examenes coproparasitologicos semanales (prueba de flotacion vy
concentracion para evidenciar estructuras parasitarias). Se realizd evaluacién del
estrés en los conejos diariamente durante todo el transcurso del proyecto para
determinar su bienestar. Se realizé un examen sanguineo con la finalidad de
obtener el suero de los conejos pre inmunizacion.

Formulacion de las dosis vacunales: Se resuspendieron los péptidos
sintéticos con PBS estéril (ph 7.4) y se determiné la concentracion en cada uno de
ellos para realizar las dosis vacunales. Las formulaciones fueron realizadas a una
dosis 50:50 (PBS + péptido : Adyuvante Montanide Isa71 by Seppic). Se prepararon
3 ml para cada dosis vacunal con la finalidad de administrar 1 ml a cada conejo de
los grupos experimentales (2 conejos para cada péptido). Con la ayuda de un
sonicador se realizd la homogeneizacion de las vacunas, con la finalidad de obtener
micelas menores a 5um, fue necesario realizar 4 ciclos de 10 minutos cada uno.
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Administracion de las vacunas: Se administraron las dosis vacunales via
subdérmica en la regién dorsal de los animales. El traslado de las vacunas desde el
laboratorio de elaboracion hasta la unidad de produccion se realizé con una hielera
y anticongelantes en su interior. Se administraron 4 dosis vacunales en cada conejo
en un intervalo de 21 dias entre cada una.

Sangrado de animales: Para la recoleccion de sangre de conejos para la
obtencion de suero tras cumplir 21 dias de cada inmunizacion, se realizo el método
de extraccién de sangre en conejos: La sujecion debe ser suave y firme (evitar
inseguridad y forcejeo). Es necesario ubicar al conejo a la orilla de una mesa y
posicionarlo al cuerpo de la persona que lo manipula, abrazarlo con la region del
codo y retener su cabeza con la mano. Debe procurarse la mayor asepsia posible
para las muestras seroldgicas mediante venopuntura, desinfectando con alcohol al
96% la region de la oreja. Para la extraccion de sangre utilizar una aguja del orden
22G x 32mm. Localizar de manera exacta la arteria auricular y su dilatacion antes de
pinchar el vaso. Perforar la piel y la arteria con la aguja en un solo movimiento,
dirigiendo la punta de la aguja un poco mas arriba de la arteria, de manera que el
angulo de penetracion sea casi paralelo a la arteria. Recolectar la sangre en un tubo
Vacutainer, al finalizar la extraccion, mantener una presion suave con un algodon
limpio en el lugar y retirar la aguja, presionar durante 30-60 segundos
aproximadamente, hasta detener el sangrado. Corroborar que no vuelva a producir
sangrado, devolver al animal a su jaula y supervisarlo en los proximos 10-15
minutos.

Analisis estadistico: Se evaludé la eficiencia antigénica de cada péptido
mediante el monitoreo de los anticuerpos por la técnica de ELISA indirecta. Se
estandarizaron los valores a utilizar en la sensibilizacién de la placa de ELISA y la
concentracion del anticuerpo primario (suero de los conejos inmunizados). Se
realizaron graficas representativas de la densidad 6ptica de las placas de ELISA
para evaluar la respuesta antigénica y realizar un descarte de los péptidos que no
generen valores representativos de la experimentacion.

c. Resultados y Discusién

Al momento de evaluar los criterios de inclusion y exclusion, asi como la
evaluacion de estrés en los conejos, se determinaron 22 individuos como “aptos
para continuar” en el proyecto de investigacion para ser inmunizados. Las dosis
vacunales se elaboraron de manera individual por cada uno de los péptidos
analizados, para cada una de las inmunizaciones en los animales experimentales.
Se observd en el microscopio el tamafio de las micelas de las dosis vacunales
visualizando un campo homogéneo con un tamafo similar a los 2um. Lindbland
(2004) menciona que las micelas de 1-2um de diametro presentan un tamafo
adecuado para que las células presentadoras de antigeno logren fagocitar
correctamente estas micelas. Durante la inmunizacién de los animales
experimentales, no se presentd signologia en los individuos al momento de la
inoculacién; esto confirma la seguridad de las vacunas elaboradas (Klimka et al.,
2015).

SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD,
INOCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA

,@?SENASICA

78



Para determinar la inmunogenicidad de los péptidos inoculados en las
pruebas de ELISA, se estandarizdé la concentracion de péptido utilizado en la
sensibilizacion de las placas con valores de 2.50 pg/uL de péptido, dichos valores
son similares a los utilizados por Robles Graham (2020) que utiliza 3-5 ug/uL para
demostrar la densidad 6ptica en ELISAS indirectas, Patarroyo et al (2002) y Tafur
Gomez et al (2020) utilizan concentraciones de 5 y 2 pg/uL para demostrar la
presencia de anticuerpos en las placas de ELISA indirecta respectivamente.

Se observaron diversas reacciones antigeno-anticuerpo especificas en cada
una de las proteinas. Los péptidos Vg1Amix1 y Vg1Amix4 no presentaron diferencia
significativa comparados con los valores de la densidad 6ptica del Grupo Control,
correspondientes a valores menores a 0.1. Sin embargo, los péptidos Vg1Amix2,
Vg1Amix5, Vg2Amix1, Vg2Amix2, Vg2Amix3, Vg2Amix4 y Vg2Amix5 reflejaron
valores en la Densidad Optica desde 0.15 hasta 0.35, con diluciones del anticuerpo
primario de 1:200. Las proteinas Vg1Amix2, Vg1Amix5, Vg2Amix2, Vg2Amix3,
Vg2Amix4 y Vg2Amix5 alcanzaron una respuesta inmunitaria mas alta en la
segunda aplicacion y mantuvieron dichos valores hasta la cuarta inmunizacion.
Mientras que, Vg2Amix1 alcanzé el valor méas alto en la Densidad Optica hasta la
cuarta inmunizacion. Sin embargo, una vez que llegaron a su punto mas alto de
anticuerpos se mantuvieron tras aplicar las dosis subsecuentes. Se descartaron los
péptidos Vg1Amix1 y Vg1Amix4 debido a que no se registrd6 una respuesta
adecuada o considerable.

El desarrollo de inmunégenos contra esta garrapata puede incidir en el
control de poblaciones de la misma, evitando la afectacion a la ganaderia bovina del
pais, asi como evitando la diseminacién del vector en el territorio nacional,
previniendo de este modo la transmision de enfermedades de importancia en salud
publica y la permanencia de patdégenos en reservorios naturales que permitan su
prevalencia y acceso a animales domeésticos y al humano. Los trabajos de la
anatomia y morfologia interna de las garrapatas son muy limitados (Sonenshine,
1991) debido a la falta de estudios con respecto a la morfologia del tracto
reproductor femenino y al péptido Vitelogenina (Eloisi Denardia et al, 2004). Se
hipotetiza que las garrapatas alimentadas con conejos vacunados con Vitelogenina
manifiesten respuestas similares que las ocurridas con la Vitelina, proteina que
deriva de un procesamiento proteolitico de la proteina precursora Vitelogenina. Se
espera que se reduzca la cantidad de garrapatas ingurgitadas con pesos
disminuidos y una oviposicion reducida, tal como en el caso de Tellam et al (2001)
que utilizd un ensayo de vacunacion con un modelo de oveja huésped inmunizados
con vitelina, para alimentar garrapatas Boophilus microplus y observar la reduccion
de la oviposicion y de garrapatas hembras ingurgitadas con pesos disminuidos,
concluyen que la vitelina podria incidir en respuestas inmunes que protegen al
hospedante de la garrapata.

d. Conclusiones
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Las dosis vacunales realizadas para inmunizar conejos con péptidos de
Vitelogenina no presentan algun riesgo para los animales durante su inoculacion ni
posterior a ello. Los péptidos Vg1Amix1 y Vg1Amix4 no presentaron efectos
inmunogénicos en conejos. Los péptidos Vg1Amix2, Vg1Amix5, Vg2Amix1,
Vg2Amix2, Vg2Amix3, Vg2Amix4 y Vg2Amix5 presentaron efectos inmunogénicos
considerables en conejos. Los péptidos Vg1Amix2, Vg1Amix5, Vg2Amix2,
Vg2Amix3, Vg2Amix4 y Vg2Amix5 alcanzaron una respuesta inmunitaria mas alta
en la segunda inmunizacién y mantuvieron dichos valores hasta la cuarta
inmunizacion. El péptido Vg2Amix1 generé mayor produccion de anticuerpos solo
hasta la cuarta inmunizacion. No se observé disminucion en la cantidad de
anticuerpos durante el periodo transcurrido entre cada inmunizacion con cada uno
de los péptidos.
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ABSTRACT

The order Chiroptera is a group of mammals with more than 1400 species. They have the
unique ability to fly, have a long lifespan, some species migrate long distances, and other
species remain in hibernation. Bats are important for ecosystem services for hui“mans due
to their role in activities such as pollination, seed dispersal and the control of arthropods,
which can be potential vectors for some infectious diseases.

An important feature of chiropterans is their ability to host some agents related with some
pathogens of public health concern; however, the role of bats within the dynamics of those
pathogens must be studied in detail.

One of the most important groups of pathogens with great concern on public health are the
arthropod-borne pathogens, which according to the WHO, represents 17% of infectious
diseases, being responsible for more than 700,000 deaths in the world every year.

Desmodus rotundus is one of the three hematophagous bat species around the world. In
addition to its role as a reservoir and transmitter of rabies, its importance lies in its proximity
with livestock and domestic species on which it feeds, which could increase the probability
of contact with humans and the probability of transmission of infectious agents in both
directions.
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The objective of the current study is the detection of arthropod-borne pathogens using
molecular detection assays such as PCR and RT-PCR in blood and organs obtained from
Desmodus rotundus specimens captured in three states of Mexico. Generic primers were
used to detect nucleic acids from Babesia, Rickettsia, Orthoflavivirus and Alphavirus.

Keywords: Chiroptera, vectors, Desmodus, Arbovirus, Orthoflavivirus.

INTRODUCCION.

Los quirdpteros representan el unico grupo taxondmico de mamiferos que presentan la
capacidad de volar. Se trata de un grupo muy diverso, que se divide actualmente en 18
familias, 202 géneros y 1,400 especies con distribucion cosmopolita, exceptuando los polos
norte y sur (Scheffer et al., 2022; Xu et al., 2022) En México existen mas de 140 especies
de murciélagos, de las cuales cerca de veinte (aproximadamente el 13%) son endémicas
(Sil-Berra et al., 2022) Se trata del segundo orden de mamiferos con mayor cantidad de
especies, solo después del orden Rodentia, y representa un 20% de la diversidad de
mamiferos a nivel mundial (Taylor, 2019).

Los murciélagos, constituyen un reservorio importante de microorganismo vinculados con
agentes altamente patdgenos responsables de enfermedades emergentes y reemergentes
como: Nipah y Hendra; COVID-19 y SARS; Ebola y rabia. Asi como agentes bacterianos y
parasitarios algunos de ellos estrechamente relacionados con agentes zoondéticos de
importancia para la salud publica; sin embargo, su papel dentro de las dinamicas de dichos
agentes aun debe ser estudiado a detalle (Sotomayor-Bonilla et al., 2014; Aréchiga-
Ceballos et al., 2024).

Gran parte de la investigacion en murciélagos ha sido enfocada principalmente en agentes
virales; sin embargo, el estudio de parasitos y bacterias que utilizan algun vector artrépodo
como mecanismo de transmisién, también ha ido cobrando cada vez mayor interés e
importancia (Afonso & Goydadin, 2018).

Los quirdpteros, ademas, poseen una amplia gama de ectoparasitos hematofagos que
potencialmente pueden participar como vectores de diferentes agentes transmitidos por
artrépodos con importancia para la salud publica y veterinaria (Ly et al., 2018; Fagre &
Kading, 2019). Entre los principales ectoparasitos hematofagos presentes en quirdpteros
son hemipteros (familia Cimicidae), dipteros (familia Hippoboscoidea), garrapatas (familias
Ixodidae y Argasidae) asi como distintas especies de acaros (familias Macronyssidae,
Dermanyssidae y Spiturnicidae) (Fagre & Kading, 2019; Tendu et al, 2022).

Entre los grupos de patdégenos con mayor importancia para la salud publica y cuya
presencia ha sido demostrada en algunas especies de quirdpteros, son los agentes
transmitidos por artrépodos; los cuales, de acuerdo con la Organizacion Mundial de la
Salud, representan el 17% de las enfermedades infecciosas, causantes de alrededor de
700 mil muertes anuales, y las cuales pueden ser causadas por agentas virales,
bacterianos o parasitarios (WHO, 2024).

Existen reportes en distintas partes del mundo de la presencia de material genético de
agentes bacterianos y parasitarios asociados a garrapatas. Tanto en matrices biologicas
de murciélagos, como en sus ectoparasitos se han identificado agentes de los géneros
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Rickettsia, Ehrlichia, Babesia, Theileria, Anaplasma, Neorickettsia, (Sokolovschi et al.,
2012; Lv et al., 2018; Mello et al., 2024), y Borrelia (Colunga-Salas et al., 2021).

De igual manera existen reportes de varios grupos virales transmitidos por artrépodos en
quirdpteros, entre los cuales se encuentran las familias: Asfaviridae, Rhabdoviridae,
Orthomixoviridae, Reoviridae, Filoviridae, Paramyxoviridae y Peribunyviridae asi como las
familias Togaviridae a la cual pertenece el género Alphavirus y donde se encuentran
clasificados virus como el Chikungunya y varias encefalitis equinas; y Flaviviridae, familia
dentro de la cual se agrupa el género Orthoflavivirus en el cual se encuentran virus como
el Dengue, Zika, Powassan, entre otros (Kemensi & Banayi, 2019; Tendu et al., 2022).

La subfamilia Desmodontinae (Phyllostomidae) esta formada por tres especies de
murciélagos hematofagos: Diphylla eucaudata (murciélago vampiro de patas peludas) y
Diaemus youngi (murciélago vampiro de alas blancas) cuya dieta altamente especializada
esta basada en sangre de aves; y Desmodus rotundus (murciélago vampiro comun) que
se alimenta por lo general, de sangre de otros mamiferos silvestres y domésticos, aunque
se conoce su capacidad para consumir sangre de otros grupos taxonémicos como reptiles,
anfibios y aves, aunque no sean su fuente principal de alimento (Villa, 1976; Greenhall et
al., 1983).

La relevancia de Desmodus rotundus radica en la proximidad que presenta con el ganado
y animales de compafiia, de los cuales se alimenta, lo que aumenta la probabilidad de
contacto con el humano y por lo tanto la probabilidad de la transmisidn de ectoparasitos y
agentes infecciosos en ambos sentidos (Scheffer et al., 2022).

MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo fue realizado bajo la autorizacidén y siguiendo las recomendaciones y
lineamientos del Comité de Bioética de la Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ), la
Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) y el Centro Nacional de
Programas Preventivos y Control de Enfermedades (CENAPRECE).

Las capturas de los ejemplares de Desmodus rotundus se realizaron en 3 estados de la
Republica Mexicana: Querétaro (Jalpan de Serra), Hidalgo (Progreso de Obregon) y
Tabasco (Poana), obteniendo 10 ejemplares machos adultos de cada localidad, mediante
el uso de redes de niebla de 3 a 12 metros de largo, con abertura de malla de entre 30-36
mm, las cuales fueron establecidas en potreros y en refugios cercanos a estos, mismas
que fueron revisadas para corroborar la captura de los ejemplares con intervalos de 5 a 10
minutos (Kunz & Kurta, 1988; Bracamonte, 2018; Darras et al., 2021) durante un total
aproximado de 7 horas (7 pm- 2 am) (Romero-Barrera et al., 2021). Posteriormente se llevd
a cabo la identificacion taxondmica de los individuos capturados y la subsecuente liberacion
inmediata y cuidadosa de ejemplares juveniles, hembras gestantes y hembras lactantes;
asi como de cualquier ejemplar de cualquier especie distinta a Desmodus rotundus.

Cada ejemplar de Desmodus rotundus capturado fue retirado de las redes y resguardado
en sacos de tela, dispuestos en lugares oscuros y con los menores disturbios auditivos y
vibratorios posibles tratando de evitar al maximo la generacién de estrés en los ejemplares;
hasta su turno de muestreo asignando un cédigo de identificacién unico por individuo.
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La eutanasia de los ejemplares se llevo a cabo con base en los protocolos de los manuales
de la American Veterinary Medical Association (AVMA), Guidelines for the euthanasia of
animals (2020) y de la Institutional Animal Care and Use Comitee (IACUC), Standard
Operating Procedure for the Study of Bats in the Field (Ellison, 2023), usando una dosis de
sedante para insensibilizacion, previa a una sobredosis de anestesia; atendiendo en todo
momento las recomendaciones de la NOM-033-SAG/ZOO0 -2014 sobre los Métodos para
dar muerte a los animales domésticos y silvestres.

Los tejidos y cadaveres fueron manejados conforme a los protocolos y lineamientos
siguientes documentos: “Wild bat & rodent capture, handling and fieldwork” (UASLP, 2017),
“Methods for trapping and sampling small mammals for virologic testing” (Mills et al, 1995)
publicado por el CDC y Standard Operating Procedure for the Study of Bats in the Field
(Ellison, 2023).

Para la obtencién de muestras hematoldgicas para la realizacion de frotis sanguineos y
para la extraccion de acidos nucleicos, se contuvieron manualmente a los ejemplares y se
realizé la venopuncidn en las vena braquial o mediante puncién cardiaca, previa antisepsia
con etanol 70%, con aguja de 25 a 30 ga de acuerdo con el tamafio del ejemplar. Una vez
tomada la muestra se aplic6 hemostasia mecanica en la zona para disminuir en lo posible
la apariciéon de hematomas. Los frotis sanguineos fueron realizados in situ.

Las muestras hematoldgicas para la extraccion de acidos nucleicos fueron almacenadas
en tubos con EDTA y resguardadas temporalmente a -4°C hasta su arribo al laboratorio
donde fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento (Biodiversity Research
Institute, 2022; Ellison et al., 2013; Eshar & Weinberg, 2010; Racey, 2011).

Posterior a la eutanasia, se realiz6 la necropsia para realizar la colecta de bazo, pulmones,
higado e intestino, los cuales fueron almacenadas en inhibidor de rnasas (RNAlater
Invitrogen™ AM7024) a -20°C para extraccion de RNA para la deteccion de los géneros
Orthoflavivirus y Alphavirus. Un fragmento de los 6rganos fue almacenado inmediatamente
a-70°C.

Se realizd la extraccion de ADN mediante el kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN®)
obteniendo ADN purificado, el cual fue cuantificado y posteriormente se realizd
electroforesis con gel de agarosa al 1% para corroborar la integridad de los acidos
nucleicos purificados.

Se realizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa al DNA obtenido de la
purificacion de las muestras sanguineas se utilizé el protocolo de termociclador propuesto
por Casati et al (2006) asi como los primers que amplifican un fragmento de 425 pb del gen
18s rRNA para el género Babesia: BJ1: 5'-GTC TTG TAATTG GAATGATGG-3'y BN2: 5'-
TAG TTTATG GTT AGG ACT ACG-3’. Se usaron los primers por Oliveira et al, (2008), que
amplifica un fragmento de 231 pb del gen codificante a la proteina de membrana 17kDa
presente en Rickettsias patogenas: 17kN1: 5- CATTACTTGGTTCTCAATTCGGT-3' y 5'-
GTTTTATTAGTGGTTACGTAA-3'. Para la deteccion de los géneros virales, se llevo a cabo
la técnica de RT-PCR, se utilizaron los primers usados por el Instituto Nacional de Salud
Publica que amplifican para regiones conservadas entre los miembros de los géneros
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Alphavirus y Orthoflavivirus, respectivamente Los resultados de las reacciones fueron
visualizados por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1%, mediante
fotodocumentador.

RESULTADO Y DISCUSION.

Se realiz6 la captura de 32 ejemplares originarios de Progreso de Obregodn, Hidalgo; Jalpan
de Serra, Querétaro y Poana, Tabasco. De los cuales se obtuvieron 32 muestras
sanguineas de aproximadamente 500 uL a 1 mL, y 32 muestras de organos (bazo,
pulmones, higado e intestino). Se realizaron frotis sanguineos in situ obteniendo un total
de 42 extendidos sin evidencia microscopica de hemoparasitos. También se realizaron
extracciones de DNA de las 32 muestras sanguineas realizando la técnica de PCR punto
final para la deteccion del género Babesia obteniendo un total de 8 muestras con resultado
positivo de ejemplares capturados en Hidalgo y Tabasco.
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ABSTRACT

Rhipicephalus microplus, the cattle tick, is widely distributed across tropical and subtropical
regions, including most of Mexico. Various classes of chemicals are employed for tick
control; however, increasing resistance and environmental concerns make the
implementation of sustainable strategies essential. Immunological control based on
vaccines has shown promise in some regions, but only one type of vaccine has been
commercialized. Multi-antigenic tick vaccines aim to increase vaccine efficacy and
evaluating new antigens is a crucial step in their development. The objective of this study
was to evaluate the vaccine potential of conserved peptides with B-cell epitopes from R.
microplus BmVDAC and a-voraxin. First, R. microplus isolates were collected, and the
coding sequences of bmvdac and a-voraxin were amplified and sequenced. Bioinformatic
analysis was employed to determine the degree of conservation among the sequences.
Subsequently, four peptides from conserved regions of each predicted protein were
synthesized using the MAP-8 system. The immunogenicity test involved the inoculation of
each peptide, emulsified with a commercial adjuvant, into two tick-free cattle. The antibody
response was assessed by indirect ELISA and native protein detection was performed with
western blot and immunohistochemistry. For BmVDAC, only the VDAC 3 peptide was
immunogenic, while for a-voraxin, both Voraxin 3 and Voraxin 4 peptides were selected.
The three peptides were included in an immunization and tick challenge trial. Two animals
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were immunized three times and subsequently infested with 10000 larvae of the Media Joya
strain. After completing their parasitic life cycle, engorged female ticks were collected, and
biological parameters were assessed. The three peptides impaired tick biology at different
levels, particularly affecting oviposition and hatching rates. These results suggest that
VDAC 3, Voraxin 3 and Voraxin 4 are immunogenic and reduce tick viability, therefore, could
be included in a multi-antigenic anti-tick vaccine.

Keywords: Rhipicephalus microplus, peptides, vaccine, BmVDAC, voraxin

INTRODUCCION

La garrapata R. microplus representa un gran problema para la ganaderia bovina mundial
debido a que disminuyen la productividad animal. Ademas, estas garrapatas son vectores
de babesiosis y anaplasmosis bovina (Almazan et al., 2018).

El control de esta garrapata se basa en la utilizaciéon de acaricidas quimicos capaces de
eliminar al parasito de forma rapida y eficiente. Sin embargo, la sobreutilizacion de estos
productos genera problemas como la aparicién de garrapatas resistentes a acaricidas y
efectos negativos en el ambiente (Graf et al., 2004).

El desarrollo e implementacion de vacunas contra garrapatas ha surgido como un método
importante en los programas de control integrado. Actualmente, solo se han podido
comercializar vacunas con el antigeno Bm86 recombinante, las cuales han sido efectivas
en ciertas regiones del mundo. Entre los problemas descritos con relacién al uso de estas
vacunas destacan la eficacia variable relacionada a la variacion antigénica entre cepas de
garrapatas, ausencia del efecto de derribe similar al acaricida y dificultades de
comercializacion (Redondo et al., 1999; Garcia-Garcia et al., 2000; Willadsen, 2004).

Para incrementar la eficacia de las vacunas contra garrapatas se han explorado diferentes
estrategias y tecnologias, una de las cuales es el desarrollo de vacunas multiantigénicas.
Estas vacunas contienen diferentes antigenos del parasito con la intencidén de incrementar
el dafo a la garrapata. No obstante, se deben evaluar los antigenos que pueden formar
parte de estas vacunas (Willadsen, 2008).

El canal aniénico dependiente de voltaje (VDAC) es una porina mitocondrial que participa
en el transito de moléculas dentro de la célula. En R. microplus, BmVDAC se sobre expresa
en el intestino en condiciones de coinfeccion con Babesia bigemina. Al ser utilizada de
manera recombinante, se obtuvo una eficacia vacunal de 82% (Rodriguez-Hernandez et
al., 2015; Ortega-Sanchez et al., 2020).

Voraxina se ha descrito como una proteina dimérica con funcion de factor de ingurgitacion,
determinandose que es necesaria para que la hembra adulta entre a la fase de
alimentacion rapida y se replete en las ultimas horas de su alimentacién, ademas de tener
roles en el desarrollo de los ovarios y la degeneracién de glandulas salivales (Weiss y
Kaufman, 2004; Yamada et al., 2009).

MATERIALES Y METODOS
Para realizar el experimento, se colectaron aislados de R. microplus de los estados de
Nayarit, Sinaloa, Querétaro, Jalisco, Guerrero, Tabasco, Chiapas y Tamaulipas.
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Adicionalmente, se utilizaron las cepas mantenidas en laboratorio Media Joya (México) y
La Minita-Texas (Estados Unidos). De cada aislado se extrajo material genético.

La amplificacion de bmvdac se realiz6 a partir de ADN gendmico utilizando los siguientes
iniciadores: 5 ATGGCTCCTCCGTGCTACGC 3 (sentido) y 5
CTTGTGTCCTCCCTGGTTGAA 3’ (antisentido). Como secuencia de referencia se utilizo
la correspondiente a bmvdac de la cepa Media Joya (GU994210.1). La amplificaciéon de a-
voraxina se realiz6 a partir de ADN complementario utilizando los siguientes iniciadores: 5°
TGCTCAAGTTCACCACCAAC 3 (sentido) y & TCTTGCGTACTGTTCGGACT 3
(antisentido). Como secuencia de referencia se utilizo la correspondiente a voraxin alpha-
like de la cepa india IVRI-line | (JX502818.1). Los amplicones fueron purificados con el kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA) y se mandaron
a secuenciar por la técnica de Sanger.

Las secuencias obtenidas fueron analizadas mediante herramientas bioinformaticas. La
evaluacion de similitudes e identidades se realizé con la herramienta SIAS (http://
imed.med.ucm.es/Tools/sias). Adicionalmente, se realizé la prediccion de las proteinas
resultantes con el programa Expasy Translate Tool (https://web.expasy.org/translate/). Las
proteinas predichas fueron caracterizadas con los programas SignalP-5.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/), TMHMM-2.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/) y la base de datos InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/result/InterProScan/).

La prediccion de epitopos B en las secuencias conservadas de las proteinas se realizd con
las siguientes herramientas bioinformaticas: BCEPred (crdd.osdd.net/raghava/bcepred),
ABCpred (crdd.osdd.net/raghava/abcpred), IEDB (www.iedb.org) y EMBOSS Antigenic
(https:/lwww.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/antigenic). Con base en la prediccidon, se
disefiaron cuatro péptidos, de entre 16 y 25 aminoacidos, por cada proteina. Las
secuencias fueron mandadas a sintetizar en el sistema multiantigénico MAP-8 a la empresa
PEPTIDE 2.0 (Chantilly, VA, USA). Los péptidos se recibieron liofiizados y se
resuspendieron en buffer PBS pH 7,4.

Cada péptido se emulsifico con el adyuvante Montanide ™ ISA 201 (Seppic, Francia)
siguiendo las indicaciones del fabricante, formulando dosis vacunales de 100 pg del
antigeno. Para la verificacién de la inmunogenicidad de cada péptido, dos animales de una
zona libre de garrapatas en el estado de Durango fueron inmunizados cuatro veces a
intervalos de 21 dias. Adicionalmente, se aplicaron dosis de control de adyuvante sin
antigeno en dos bovinos. La respuesta humoral se analiz6 mediante pruebas de ELISA
indirecta y a los resultados se les realiz6 la Prueba de ANOVA-post hoc Tukey (P<0.07).
Para demostrar el reconocimiento de proteina nativa por los suero inmunes, se realizaron
técnicas de western blot e inmunohistoquimica.

Los péptidos con una mejor respuesta de anticuerpos fueron seleccionados para el ensayo
de inmunizacion e infestacion. Nuevamente, dos animales fueron inmunizados tres veces
con cada peéptido, y una vez detectada la respuesta de anticuerpos, se realizd una
infestacion con 10 000 larvas R. microplus (cepa Media Joya) de 30 dias de edad.
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Las hembras que se repletaron fueron colectadas, lavadas, desinfectadas y pesadas
individualmente. Posteriormente, se incubaron a 28 °C y 85% de humedad durante diez
dias. Se midié la masa de oviposicidn y se cuantificd por triplicado la eclosion de larvas por
gramo de huevos. Con los parametros obtenidos, se comparo la supervivencia, peso, masa
de oviposicion e indice de eclosidn entre las garrapatas tratadas y de control. Los
resultados fueron analizados mediante Prueba de T de student (P<0.095).

RESULTADOS Y DISCUSION
Entre los aislados mexicanos de R. microplus se determind una similitud de 99.7% para la
secuencia de bmvdac, mientras que para a-voraxina se determind una similitud de 100%.

De los ocho péptidos analizados, se escogieron tres para continuar el experimento. Los
péptidos VDAC 3, Voraxina 3 y Voraxina 4 indujeron una respuesta humoral con titulos de
anticuerpos 1gG de 1:500 y estadisticamente significativa tras la aplicacion de dos dosis.
Ademas, con las posteriores inoculaciones la respuesta inmune aumentd o se mantuvo por
encima de un punto de corte en ambos bovinos inmunizados. Los péptidos que se
descartaron fueron eliminados debido a que la respuesta inmune estuvo ausente o decrecid
tras la aplicacion de las vacunas.

El western blot demostré el reconocimiento de VDAC (aproximadamente 31 kDa) en
proteinas totales extraidas del intestino de R. microplus utilizando los sueros de animales
inmunizados con el péptido VDAC 3. La técnica de inmunohistoquimica fue utilizada para
evaluar el reconocimiento de proteina nativa por sueros de animales inmunizados con
péptidos de voraxina, detectandose sefales intensas en células intestinales y en los
ovarios.

En el experimento de inmunizacion e infestacion, tras detectar niveles significativos de
anticuerpos en los animales, se procedié a la infestacion con larvas. Se recolectaron
hembras repletas entre los dias 19 y 25 de infestacién. VDAC 3 redujo la supervivencia de
garrapatas en 7.7%, la masa de oviposicién en 18.4% y eclosion en 21.1%. Voraxina 3
disminuyo los parametros de supervivencia en 17.5%, oviposicion en 13.8% y eclosion en
221%. Por su parte, Voraxina 4 afectd oviposicion y eclosiéon en 17.7 y 18.1%
respectivamente. Ningun péptido tuvo efecto sobre el peso de las garrapatas. La eficacia
vacunal de los péptidos fue de 40.69% para VDAC 3, 52.33% para Voraxina 3 y 27.62%
para Voraxina 4.

El alto grado de conservacion molecular es una de las caracteristicas esenciales que debe
tener un candidato vacunal, esto debido a que variaciones alélicas de hasta 2.8% pueden
reducir significativamente la eficacia vacunal (Garcia-Garcia et al., 1999; de la Fuente y
Contreras, 2015). Los péptidos son inmunogenos deficientes debido a su simplicidad y bajo
peso molecular, por lo que la adicion de adyuvante y la sintesis en formato multiantigénico
fueron esenciales para obtener una respuesta humoral. El efecto vacunal que se encontrd
en los tres péptidos fue significativamente menor que los descritos al utilizar estas proteinas
completas recombinantes (Weiss y Kaufman, 2004; Yamada et al., 2009; Ortega-Sanchez
et al., 2020). La inclusion de estos péptidos como parte de una proteina quimérica

91

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



recombinante podria aumentar su inmunogenicidad al aumentar su peso molecular y
modificar la estructura tridimensional, por lo tanto, la eficacia vacunal podria incrementarse.

CONCLUSIONES

Se demostré la conservacion de bmvdac y a-voraxina en R. microplus de aislados
mexicanos. Ademas, los péptidos VDAC 3, Voraxina 3 y Voraxina 4 son inmunogénicos y
al ser utilizados como antigenos vacunales tienen un efecto biolégico sobre las garrapatas.
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Abstract

This study aimed to evaluate the possible exposure of 142 volunteers to Borrelia
spirochetes associated with tick-borne relapsing fever (TBRF) in Nayarit, Mexico, by
performing a retrospective serological analysis on 142 human serum samples. These
samples were originally collected as part of a surveillance study of American
trypanosomiasis by the Autonomous University of Guadalajara and were initially analyzed
in collaboration with the General Hospital “Dr. Manuel Gea Gonzalez”.

The samples were analyzed by Western Blot for the detection of specific antibodies against
recombinant proteins glycerophosphodiester phosphodiesterase (rGlpQ) and three variants
of the Borrelia immunogenic protein A (rBipA) from three different species. The analysis
revealed that two volunteers, aged 23 and 61 years, tested positive for rGlpQ, indicating
previous exposure to TBRF spirochetes. However, no reactivity was observed with rBipA
proteins specific to Borrelia turicatae, B. hermsii, or B. parkerii, suggesting exposure to a
different Borrelia species.

Both volunteers resided in the municipality of Tiburcio Grande, a rural community in which
no TBRF cases or known tick vectors have been reported. Neither volunteer reported
symptoms of relapsing fever or recent bites from these arthropods at the time of the sample
collection.
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The absence of reactivity to BipA-specific antigens suggests that the infecting Borrelia
species may differ from those previously isolated in Mexico. This study highlights the need
for further research to identify specific Borrelia species and their vectors in Mexico, as well
as the importance of active epidemiological surveillance given the potential public health
risk posed by these pathogens.

Palabras clave:
Borrelia; garrapatas; rGlpQ; fiebre recurrente; México.

INTRODUCCION

La fiebre recurrente transmitida por garrapatas (TBRF, por sus siglas en inglés) es una
enfermedad caracterizada por episodios febriles intermitentes, sin una causa aparente, que
se alternan con periodos afebriles. Es causada por espiroquetas de los géneros Borrelia y
Borreliella, en los cuales también se encuentran los patdégenos asociados a la enfermedad
de Lyme'. Estas bacterias se transmiten a través de la saliva o el liquido coxal de
garrapatas, tanto duras como blandas, aunque los géneros Ornithodoros, Ixodes vy
Rhipicephalus son los principales vectores de estos patdogenos, y son capaces de infectar
tanto a humanos como animales?.

Aunque la TBRF ha sido reportada desde el afio 1904 en Africa, actualmente su expansién
ha sido registrada en todos los continentes, con excepcién de Oceania y la Antartida®. Sin
embargo, es una zoonosis muy poco conocida y por lo tanto es poco reportada. No
obstante, reportes recientes sugieren que en México las espiroquetas asociadas a la fiebre
recurrente (FR) representan un problema de salud publica mas grave de lo que se pensaba.
En el pais, se ha documentado una amplia presencia de argasidos, especialmente del
género Ornithodoros?, especialmente del vector Ornithodoros turicata en los estados de
Zacatecas, Aguascalientes, Guanajuato y San Luis Potosi®>. Ademas, se ha logrado aislar
de Borrelia turicatae en el norte de Sinaloa, la primera espiroqueta asociada a FR en
México que ha sido cultivada en laboratorio®. Recientemente también hemos logrado aislar
a Borrelia puertoricensis de garrapatas capturadas en Yucatan (en revision).

Estos hallazgos han aumentado nuestro interés por definir mejor la exposicidon humana que
puede estar ocurriendo a las espiroquetas de la FR en la Republica Mexicana. Con este
fin, se realiz6 un estudio seroldgico retrospectivo para evaluar la exposicion a espiroquetas
de FR en 142 muestras de suero humano provenientes de la comunidad de Compostela,
Nayarit, México. Estas muestras inicialmente formaban parte del programa de Vigilancia
Epidemiolégica de Tripanosomiasis Americana en la region occidental de México,
coordinado por la Universidad Autonoma de Guadalajara (UAG) y el Hospital “Dr. Manuel
Gea Gonzalez”. Ninguno de los voluntarios que participaron en este estudio presentaba
sintomas al momento de la recoleccion de las muestras; sin embargo, fueron seleccionados
debido a la presencia de triatominos, vectores de la enfermedad de Chagas, en esta region.
Las muestras se analizaron inicialmente mediante ELISA para detectar antigenos de
tripanosoma, pero todas resultaron negativas y fueron almacenadas. Posteriormente, la
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional (IPN) solicitd
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estas muestras para realizar un analisis retrospectivo en busca de anticuerpos especificos
contra espiroquetas asociadas a la FR.

MATERIALES Y METODOS

Para poder evaluar la exposicién a la FR en los sueros se uso la técnica de Western Blot
(WB) para la deteccion de anticuerpos especificos contra las proteinas glicerofosfodiéster
fosfodiesterasa (GIpQ) y tres variantes de la proteina inmunogénica A de Borrelia (BipA).
GlpQ se encuentra ampliamente conservada entre las especies asociadas a la FR,
incluyendo Borrelia recurrentis (espiroqueta asociada a la FR transmitida por piojos) pero
ausente las espiroquetas causantes de la enfermedad de Lyme’. Por otro lado, se ha
demostrado que la proteina BipA varia entre especies de Borrelia asociadas a la FR, por
lo cual ayuda a discernir entre ellas®.

La técnica empleada fue estandarizada anteriormente para evaluar la exposicion a estas
espiroquetas tanto para sueros humanos como de animales®. Para el presente trabajo se
empled un extracto del aislado bacteriano de la cepa B. turicatae 91E135 para las
inmunotransferencias®, y se produjeron rGlpQ y rBipA del mismo aislado como proteinas
de fusidn a histidina. De igual manera, se purificaron rBipA de las especies
norteamericanas Borrelia hermsii (DAH) y Borrelia parkeri (HR1)8. Los pesos moleculares
de las proteinas correspondieron a 48 kDa para rGlpQ y entre 55 y 70 kDa para las BipA's.
Las proteinas se sometieron a electroforesis y se transfirieron a membranas de difluoruro
de polivinilideno (PVDF) utilizando el sistema de transferencia Amersham WB (GE
Healthcare Life Sciences, Marlborough, MA, EE. UU.). Los inmunoblots se analizaron con
las muestras de suero a una dilucion de 1:200 utilizando el reactivo de bloqueo basado en
proteinas |-Block (ThermoFischer) y se revelaron con HRP-rec-Protein G (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EE. UU.) diluido 1:4000°. La reactividad se visualizo utilizando un kit de
quimioluminiscencia Novex (Invitrogen) y un dispositivo Chemidoc Touch (Bio Rad).

Cada muestra de suero se analizo inicialmente para detectar la presencia de anticuerpos
especificos contra las proteinas rGIpQ, empleando la metodologia estandarizada
anteriormente mencionada®%'°, Las muestras que resultaron positivas a anti-rGlpQ se
analizaron nuevamente para un extracto de B. turicatae 91E135 y para las diferentes
versiones recombinantes de BipA8°.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la primera etapa del analisis seroldgico, de los 142 sueros analizados, se identificaron
dos voluntarias aparentemente sanas que mostraron reactividad a rGlpQ, lo que sugiere
un contacto previo con espiroquetas asociadas a la fiebre recurrente (FR). Las voluntarias,
de 23 (voluntaria A) y 61 (voluntaria B) afios, residian en la comunidad de Tiburcio Grande,
en Compostela, Nayarit, México, al momento de la recoleccion de las muestras. Ambas
eran vecinas y vivian en casas de ladrillo; la primera en una vivienda recién construida, con
solo 4 meses de antigiedad (voluntaria A), y la segunda en una casa con 28 afios de
antigledad (voluntaria B). La voluntaria A convivia con tres personas en su hogar, mientras
que la voluntaria B vivia sola. Ninguna de las voluntarias tuvo contacto con animales, ya
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sean domeésticos o salvajes, no reportaron haber sido picadas por garrapatas ni realizar
actividades al aire libre, aparte de desplazarse.

En la segunda etapa se demostro la reactividad de los sueros de estas dos voluntarias al
extracto de B. turicatae, mostrando bandas correspondientes a las proteinas Vmp,
corroborando la exposicion a Borrelia sp. No obstante, en ambos casos no se observd
reactividad contra las rBipA de B. turicatae, B. hermsii ni de B. parkeri. El resultado con las
ultimas dos era esperado, ya que hasta el momento no se ha reportado la circulacion de
estas dos especies en México, aunque se ha demostrado que estan presentes en
California, Arizona y Nuevo México, por lo que el transporte o desplazamiento de los
vectores hacia México mediante diversos animales (principalmente silvestres) e incluso
humanos (viajeros) es altamente probable'. Es probable que ambas voluntarias hayan
sido expuestas a una especie de Borrelia diferente a las probadas. Para determinar cual
es hemos planeado asistir a la localidad para capturar garrapatas y realizar cuestionarios
a los vecinos del area. Es posible que ambas personas ya habian eliminado la infeccién
recientemente y que los anticuerpos observados fueran parte de la defensa humoral que
montaron contra ella.

Aunque hasta el momento no se ha logrado identificar a la especie de Borrelia circulante
en esta comunidad, los resultados obtenidos resultan relevantes, ya que anteriormente no
se habian reportado casos de TBRF ni avistamientos de garrapatas vectoras en el estado
de Nayarit. Hacemos énfasis en que, dadas las caracteristicas climaticas y geograficas de
México, existe un alto riesgo de transmision de estos patdégenos. Esto se ve exacerbado
por la demografia, las condiciones socioecondmicas y la ausencia de vigilancia activa tanto
en la salud publica como veterinaria®’-12.

CONCLUSIONES

Los hallazgos de este estudio sugieren la presencia de espiroquetas asociadas a la fiebre
recurrente distintas de B. turicatae, B. parkerii y B. hermsii en la comunidad de Tiburcio
Grande, Nayarit, México. Esto subraya la importancia de establecer una vigilancia
epidemioldgica activa, dado el alto riesgo de transmisidn de patégenos en la zona. Ademas,
es crucial considerar que en México se han documentado aproximadamente 25 especies
diferentes de Ornithodoros, el principal vector de estos patdégenos, entre ellas O. turicata,
O. talaje, O. dugesi, O. parkeriy O. puertoricensis*. Esta diversidad de vectores potencia
el riesgo de dispersidon y emergencia de enfermedades, lo que hace aun mas urgente la
implementacion de estrategias de monitoreo y control.
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Abstract

The Translational Controlled Tumour Protein (TCTP) is a conserved protein in eukaryotes,
and in Apicomplexan parasites such as Plasmodium falciparum, where the role of this
protein on the modulation of the host's immune response has been studied. Previously the
expression of fctp gene has been reported in asexual phases of Babesia bigemina. We are
interested in studying the function of this protein, therefore we amplified tctp from infected
erythrocytes with B. bigemina through RT-PCR to cloned in pColdll and obtain the
recombinant BbiTCTP (rBbiTCTP). To analyze rBbiTCTP, we performed a solubility assay
and subsequently purified it by affinity chromatography (IMAC) using HisTrap FF columns.
The purified protein was recognized by anti-His Tag antibody by Western Blotting and
showed an apparent molecular weight of 25 kDa. In addition, in-silico analysis of BbiTCTP
was carried out. Our in-silico analyzes showed the structural characteristics of BbiTCTP
such as the disposition of three alpha helix, seven beta sheet, with a functional domain
similar to Mss4-like superfamily. Further research using the rBbiTCTP could help to
determinate the possible functions of this protein in B. bigemina that was analyzed by
restriction and sequencing to do the expression and purification of the recombinant protein
rTCTP.

Keywords: TCTP, B. bigemina, Apicomplexa, recombinant protein.

INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias representan un riesgo para la industria de la produccion del
ganado, debido a las pérdidas econdmicas asociadas a las enfermedades causadas por
patdbgenos como Babesia bigemina (Wodaje et al., 2019). Este parasito intracelular
obligado se transmite por vectores como las garrapatas del género Rhipicephalus. El ciclo
de vida de B. bigemina requiere de dos hospedadores: los bovinos y las garrapatas, esta
ultima trasmite los esporozoitos que penetran a los eritrocitos de los bovinos,
transformandose a trofozoitos, y posteriormente a merozoitos, cabe destacar que los
esporozoitos y merozoitos son considerados como las fases infectantes de este patdégeno.
Los merozoitos son ingeridos por las garrapatas, en cuyos intestinos se liberan las fases
sexuales de Babesia desarrollandose los gametocitos para formar los cigotos, ooquinetos
y esporoquinetos, los cuales se diseminan en lo tejidos de las garrapatas infectando
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células embrionarias en los ovarios, posteriormente los esporoquinetos migran a las
glandulas salivales, desarrollandose en esporozoitos, que son transmitidos a los bovinos
cuando la garrapata se alimenta de su sangre (Mosqueda et al., 2012).

Los métodos de control de la babesiosis bovina se basan en la interrupcién del ciclo de
vida del parasito. Entre estos métodos se encuentran el control del vector, el control
quimico y el control inmunoldgico. Este ultimo se compone de vacunas vivas atenuadas y
vacunas recombinantes. Si bien estas vacunas estimulan una respuesta inmune protectora
en los bovinos, todavia no existe una vacuna altamente eficaz. Por lo tanto, se necesitan
estudiar mas candidatos vacunales para controlar esta enfermedad de manera efectiva
(Ferreira et al., 2022; De Waal & Combrink., 2006).

La Proteina Tumoral Controlada Traduccionalmente (TCTP) es una proteina conservada
en eucariontes con funciones tanto intracelulares como extracelulares (MacDonald, S. M.
2012). Los ortdlogos de TCTP en parasitos intracelulares como T. gondii, T. brucei y P.
falciparum tienen funciones importantes en la supervivencia, capacidad de invasion,
morfologia y patogenicidad (MacDonald et al., 2001; Jojic et al., 2018). Por ejemplo, en P.
falciparum, TCTP regula la secrecion de histamina e IL-8 en eosindfilos y basdfilos,
respectivamente. Asimismo, se ha reportado que esta proteina se incorpora a las células
B de raton y funciona como un regulador negativo en estas células (Calderon-Pérez et al.,
2014).

La proteina TCTP se ha identificado recientemente en B. bovis. La secuencia de
aminoacidos de TCTP de B. bovis tiene un 81% de similitud con la de B. bigemina y un
58% con la de P. falciparum. Esto sugiere que TCTP de B. bigeminay B. bovis podria tener
una funcion similar a la de P. falciparum como un factor de virulencia (Almeida 2021). La
estructura de TCTP en parasitos Apicomplexa se diferencia de otras proteinas por tener
una hélice alfa extra cerca del extremo amino terminal. Se hipotetiza que esta diferencia
estructural podria permitir que TCTP interactue con proteinas G y regule la proliferacion
celular (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano 2017). Se requieren mas estudios para
determinar la funcion especifica de TCTP en B. bigemina y su papel en la evasion del
sistema inmune del huésped.

MATERIALES Y METODOS

ANALISIS IN SILICO DE TCTP DE B. BIGEMINA

El analisis in silico se realizé a partir de la secuencia codificante de ARNm de TCTP, con
la cual se obtuvo la secuencia de aminoacidos mediante “Expasy Translate Tool”
(https://web.expasy.org/translate/), posteriormente se realizé el disefio de la estructura

tridimensional mediante AlphaFold2 usando MMseqs2 tomando como referencia para el
modelado de la estructura de TCTP de P. falciparum (PDB:3P3K).

OBTENCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE RTCTP DE B. BIGEMINA

Para el analisis de la abundancia de la proteina TCTP de B. bigemina, utilizaremos
anticuerpos especificos contra TCTP que se obtendran inmunizando bovinos con la
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proteina recombinante. Por lo que a continuacion se describe el cdmo se realizo la
construccion, clonacién, expresion y purificacidén de la proteina rTCTP.

La secuencia codificante de tctp se cloné a partir de cDNA obtenido de eritrocitos infectados
de B. bigemina, se disefiaron los primers para amplificar la secuencia codificante con los
sitios de restriccion BamHI y Hindlll, que se localizan en el sitio multiple de clonacion del
vector de expresion pColdll, las condiciones de alineamiento se determinaron mediante un
gradiente de temperatura. El vector y los productos de amplificacién se observaron en un
gel de agarosa, se extrajeron del gel, se cuantificaron, después se cortaron con las enzimas
de restriccion (BamH| 'y Hindlll), el vector se cortd con las mismas enzimas, y fue purificado
a partir de un gel de agarosa y tratado con fosfatasa alcalina de camarén. Por ultimo, se
realizd la reaccion de ligacion con T4 ligasa en una relacion 3 :1 (vector: inserto),
posteriormente se transformaron células competentes E. coli Rosetta-gami, las clonas
obtenidas se analizaron mediante restriccion y secuenciacion.

EXPRESION DE LAS PROTEINAS RTCTP

De las clonas que tuvieron el inserto, se tomaron y diluyeron en 20 ml medio LB ampicilina
100 mg/ml, se incubaron overnight a 37°C, al dia siguiente se mezclaron en una dilucién
1:10 en LB ampicilina y se incubaron a 37°C hasta obtener una densidad 6ptica de 0.4-0.6,
posteriormente se indujo la expresion de la proteina afiadiendo 1 M de IPTG y se incubaron
overnight a 16°C a 180 rpm, posteriormente se procedio a determinar si la proteina esta en
la fraccidn soluble o insoluble. Adicionalmente la recombinante contenida se analizé por
Western Blot utilizando anticuerpos anti-tag de histidinas, posteriormente se purificd
mediante cromatografia de afinidad usando columnas de Niquel HitrapTM en un FPLC
AKTA prime plus. Una vez purificada la proteina, se dializé y cuantifico por Bradford.

RESULTADOS Y DISCUSION

La estructura tridimensional generada en AlphaFold2 de la proteina TCTP de B. bigemina,
se obtuvo tomando como molde la estructura tridimensional del cristal de P. falciparum
(PDB: 3P3K), el modelo obtenido refleja las caracteristicas estructurales como los posibles
dominios funcionales o regiones conservadas, también este modelo permitié observar la
disposicion de hélices alfa, laminas beta, Mostrando patrones de regiones conservadas,
las cuales pueden estar relacionadas con la funcion de esta proteina en los parasitos. Las
predicciones sobre su estructura y funcion, que podrian ser utiles para estudios
comparativos y de desarrollo de terapias antiparasitarias.

Las clonas obtenidas de E. coli Rosetta-gami con el constructo recombinante (vector
pColdll + tctp). Fueron analizadas por restriccidon y secuenciacion, mostrando que los
insertos se encuentran en marco de lectura. En el ensayo de solubilidad se determiné que
la proteina recombinante se encontraba en la fase soluble, lo que facilité su purificacion.
La proteina recombinante rTCTP se encuentra fusionada con el His-tag del vector, por lo
cual se llevo a cabo la deteccidén de estas proteinas mediante Western Blot, las bandas
obtenidas fueron de 22 KDa, el peso correspondiente a rTCTP, esto confirma la correcta
expresion de ambas proteinas, el analisis de secuenciacion mostré6 que la proteina
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recombinante estaba en marco de lectura.
CONCLUSIONES

La proteina TCTP, conservada en eucariontes y con funciones clave en la patogenicidad
de otros parasitos intracelulares como P. falciparum, ha sido identificada en B. bigemina 'y
podria desempefiar un papel importante en la evasion del sistema inmunoldgico del
huésped. La similitud de TCTP entre B. bigemina y otros parasitos sugiere que esta
proteina podria ser un factor de virulencia, pero se necesitan mas estudios para entender
su funcion especifica y su potencial como candidato vacunal.
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ABSTRACT
Backaground. Rhipicephalus microplus is a tick that affects cattle, causing significant

economic losses to the livestock industry. Vaccines as a control method use the intestinal
protein Bm86 as an antigen, where it has been reported that allelic variations in the gene,
as low as 3.4%, are sufficient to prevent a protective immune response. This gives way to
studying the presence of conserved B epitopes of different antigens. Objectives. To evaluate
the immunogenicity of B epitopes of antigens present in the intestine and ovary (Bm86,
Bm95 and Vitellogenin) conserved in strains from different regions of Mexico. Methods.
Each peptide was evaluated individually by immunizing two Holstein cattle with 100 pg of
peptide plus commercial adjuvant. Cattle were immunized at an interval of 21 days by
applying four to five immunizations. Sera from each immunization were obtained and
evaluated by indirect ELISA to determine the generation of antibodies and by
immunohistochemistry to verify that the antibodies detect the target organ. Results. three
peptides from Bm86 and Bm95 generated antibodies with an increase in the second
immunization and maintaining it in the fourth. The three peptides managed to present a
positive immunoreaction in the intestinal tissue in the immunohistochemical test. Two
Vitellogenin peptides generated antibodies from the second immunization and maintaining
it in the third. In both peptides, a positive response was observed in immunohistochemistry

in ovarian tissues. Conclusion. The five selected peptides, with predicted B epitopes of
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Bm86, Bm95 and Vitellogenin, are immunogenic and the antibodies produced detect the
target antigen. These peptides should be evaluated in efficacy trials to determine whether

they are vaccine candidates against R. microplus infestations.
Keywords: tick, immunohistochemistry, vaccine
INTRODUCCION

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Ixodida: Ixodidae) es un ectoparasito del ganado bovino
en las regiones tropicales y subtropicales del mundo (Rodriguez-Vivas et al., 2012). Se le
conoce como “garrapata comun del ganado” y se considera el género mas importante en
la ganaderia debido a su impacto en la salud bovina, ya que actua como vector de
hemoparasitos como Babesia bigemina, B. bovis Y Anaplasma marginale (Jonsson, 2006). El
ciclo de vida de este parasito dura de 20 a 23 dias, dependiendo de la temperatura y la
humedad ambiental, pudiendo extenderse por mas tiempo. Las hembras, una vez repletas,
pueden poner entre 3,000 y 4,000 huevos; el pico maximo de ovoposicidén se alcanza a los
5 dias, y posteriormente disminuye progresivamente, alcanzando el 90% de la ovoposicion
total al dia 13. La incubacion y eclosion de estos huevos pueden durar de 30 a 33 dias

(Quiroz et al., 2011; Leon-Clavijo y Hernandez-Rojas, 2012).

Una alternativa de control contra la garrapata es la aplicacion de vacunas, que presentan
ventajas al no contaminar el medio ambiente ni los subproductos animales, ademas de ser
mas seguras para el operador durante la aplicacién (Frisch, 1999). El uso de vacunas para
el control de R. microplus puede implementarse como un método de control integrado que
prolonga la vida util de los acaricidas existentes, retrasa la aparicion de resistencia y
disminuye la incidencia de las enfermedades transmitidas por este ectoparasito (de La
Fuente et al., 2007). Sin embargo, se ha reportado que minimas variaciones alélicas en el
gen que codifica la proteina Bm86, con porcentajes tan bajos como el 3.4%, son suficientes
para que no se produzca una respuesta inmune adecuada (de la Fuente et al., 2006;
Almazan et al., 2018). Por esta razon, se ha hipotetizado que la eficacia de las vacunas
puede mejorar al combinar multiples antigenos que tengan un efecto biolégico en el

desarrollo de la garrapata (de la Fuente et al., 2015).
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El control inmunolégico de la garrapata mediante el uso de vacunas elaboradas con dos o
mas antigenos puede mejorar los resultados de la vacunacion. Es posible identificar
antigenos conservados de diferentes organos de la garrapata, como el intestino, los ovarios
y las glandulas salivales, y a partir de estos, identificar epitopos B conservados para
desarrollar una vacuna multiantigénica contra la garrapata (Pérez-Soria, 2020). Pérez-
Soria (2020) caracterizo la variabilidad alélica de cepas de R. microplus de diferentes
regiones de México en relacion con distintos genes para los antigenos Bm86, Bm95 y
vitelogenina. Los resultados demostraron que estos son péptidos conservados y, al no
presentar alta variabilidad, pueden considerarse secuencias conservadas en las diferentes

cepas de las diversas regiones de México.

MATERIAL Y METODOS

Se evaluaron epitopos B conservados: tres epitopos de los antigenos Bm86 y Bm95, y dos
epitopos de vitelogenina, aislados en diferentes cepas de R. microplus de México. Se
inmunizaron bovinos (Bos taurus), hembras de la raza Holstein, con un peso de 400 a 500
kg. Se utilizaron dos bovinos por cada péptido y dos para el control. Cada dosis consistio
en 100 pg del péptido de interés, mezclado con el adyuvante Montanide ISA 201 VG y PBS
1x pH 7.4 en una proporcién de 50:50, en un volumen final de 1.5 ml; el grupo control
recibié solo el adyuvante. Se utilizaron sueros pre-inmunes e inmunes de los diferentes

grupos de bovinos para comprobar la produccion de anticuerpos contra cada péptido.

Posteriormente, se utilizaron hembras adultas de R. microplus con 18 a 20 dias post-
alimentacion. A cada hembra se le realiz6 un corte sagital y se fij6 en formaldehido
tamponado al 10% durante 24 horas. Luego, cada muestra fue incluida en parafina para la
obtencion de bloques. Cada bloque fue cortado mediante un microtomo, realizando cortes
histologicos de 3 a 5 micras en laminas electro cargadas. Se procesaron las muestras
mediante la técnica de inmunohistoquimica de la siguiente manera: las laminas se
desparafinaron en xilol y se rehidrataron en diferentes concentraciones descendentes de
alcohol. Se realizaron dos bloqueos: uno para la peroxidasa endoégena y otro con albumina
al 1%. Se llevo a cabo la reactivacion antigénica con proteinasa K al 0.01%. Se incubé el

anticuerpo primario a 4 grados durante toda la noche, seguido de la incubacion con el
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anticuerpo secundario anti-lgG bovino en PBS. Para la revelacion, se utilizé el kit de
sustrato DAB.

RESULTADOS
Tres péptidos de Bm86 y Bm95 generaron anticuerpos que mostraron un aumento en la

segunda inmunizacion y se mantuvieron en la cuarta. Los tres péptidos presentaron
inmunorreatividad positiva en el tejido intestinal en la prueba de inmunohistoquimica. Dos
péptidos de vitelogenina generaron anticuerpos a partir de la segunda inmunizacion,
manteniéndose en la tercera, y ambos mostraron una respuesta positiva en
inmunohistoquimica en tejidos de ovario.

CONCLUSION

Los cinco péptidos seleccionados, con epitopos B predichos de Bm86, Bm95 vy
vitelogenina, son inmunogénicos y los anticuerpos producidos detectan el antigeno blanco.
Estos péptidos deberan ser evaluados en ensayos de eficacia para determinar si son

candidatos vacunales contra las infestaciones por R. microplus.
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ABSTRACT

Ticks of the order Ixodida are well-recognized as vectors of different microorganisms
causing diseases in many animals, including humans. In the present work, bacteria of the
genus Bartonella and Rickettsia were detected and identified in ticks through PCR and
comparison of selected molecular markers (DNA sequences) with sequences available in
GenBank. Tick samples were collected from domestic and wild vertebrates in the states of
Veracruz, Oaxaca and Morelos, Mexico between August 2022 and January 2024. In total,
273 tick specimens were obtained from dogs, cats, opossums (Didelphis sp.), mice
(Heteromys sp., Peromyscus sp.), toads (Rhinella marina) and one cat-eyed snake
(Leptodeira sp.). Total DNA was extracted from each ectoparasite and then PCR was
performed in pulls and individual samples of ectoparasites to amplify a fragment of ~800 bp
of the gene gltA, with specific primers for both, Rickettsia and Bartonella. In total, 13 positive
samples were obtained for Rickettsia, of which some samples are related to three species
of Rickettsia: R. parkeri, R. belli and R. monacensis. In the case of Bartonella, 13 samples
resulted positive and their more similar sequences in GenBank are B. vinsonii, B.
clarridgeiae and Bartonella sp. Our results represent an improvement on the knowledge of
the distribution and the identification of bacterial species with zoonotic potential in Mexico
and contribute to a better identification of potential risks for humans.

Palabras clave: garrapatas, zoonosis, bacterias, vectores.

INTRODUCCION
Las garrapatas duras pertenecen a la familia Ixodidae dentro del orden Ixodida. Reciben

este nombre porque poseen un escudo que recubre el cuerpo o idiosoma; en las hembras,
se presenta en la regidon anterodorsal y en los machos recubre todo el dorso. El gnatosoma
incluye las partes bucales, es decir, los queliceros y pedipalpos, ademas de una estructura
que sirve para la fijacion al hospedero llamada hipostoma. Estos artrépodos son
considerados como parasitos hematéfagos intermitentes que requieren de la sangre de sus
hospederos vertebrados durante cada estadio de su ciclo de vida (Gallardo, 1999). Son
consideradas de importancia médica y veterinaria, ya que pueden ser vectores de
microorganismos (e.g., bacterias de los géneros Borrelia y Rickettsia), causantes de
enfermedades (Gordillo, 2016). En México la distribucion de garrapatas duras incluye los
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32 estados de la Republica, sin embargo, las zonas de mayor prevalencia son la noreste y
norte del pais comprendiendo los estados de Nuevo Leodn, Tamaulipas, Baja California
Norte y Sur, Coahuila, Chihuahua y Sonora (Rodriguez--Vivas 2019).

Los primeros casos referidos de enfermedades causadas por estas bacterias en humanos
en México se registraron en 1930 y fueron atribuidas a especies del género Rickettsia
(Lopez, 2010). Afinales del siglo XX, en 1996 se registrd Ehrlichia canis; en 1997 Ehrlichia
chaffeensis, que provoca la Ehrlichiosis Monocitica Humana (Gongora, 1999) y en 2007,
Borrelia burgdorferi causante de la enfermedad de Lyme (Gordillo, 2016). La forma de
alimentacion de las garrapatas es el mecanismo para la transmision de las bacterias
causantes de enfermedades, debido a que durante la ingesta de sangre, algunas bacterias
son transportadas a los tejidos del hospedero. Aunque depende mucho del estadio de
desarrollo en el que se encuentre y de la especie, una hembra adulta puede alimentarse
durante 7 a 12 dias, mientras que los machos pueden permanecer meses adheridos a su
hospedador y alimentarse de manera intermitente. Para cada estadio, dependiendo de la
especie, la garrapata puede tener de 1 a 3 hospederos de diferentes especies, como es el
caso de Dermacentor variabilis que en su etapa adulta se puede alimentar de ganado,
perros o del hombre, mientras que en su etapa ninfal se alimenta de mamiferos mas
pequefios como los roedores (Oliver, 1989). Por el contrario, Rhipicephalus microplus sélo
requiere de un hospedador bovino para su alimentacién durante la totalidad de su ciclo de
vida (Gallardo, 1999).

Uno de los grupos de bacterias causantes de enfermedades en humanos mas importante
pertenece al género Rickettsia, en el que se incluyen cerca de 35 especies a nivel mundial
de las cuales 14 han sido registradas en México (Sanchez-Montes, 2020). Las especies
del género son cocobacilos intracelulares Gram negativas que pueden infectar a una
amplia gama de vertebrados tanto silvestres como domésticos y al humano. Estas
bacterias causan enfermedades en los humanos como la Fiebre Manchada de las
Montafias Rocosas (FMMR) o el tifus murino. La garrapata del perro Rhipicephalus
sanguineus, ha sido considerada como el vector principal de la FMMR en humanos, sin
embargo, especies de garrapatas de otros géneros, como Amblyomma también son
vectores (Sanchez-Montes, 2020). Por otra parte, las bacterias del género Bartonella son
formas Gram negativas que estan incluidas en la familia Bartonellaceae, conformada hasta
el momento por 37 especies, ocho de las cuales se han registrado en humanos (Walker,
1996).

Actualmente, las enfermedades causadas por Rickettsia y Bartonella son consideradas
zoonosis reemergentes de dificil deteccion, control y prevencion. Por otro lado, son pocos
los datos sobre la identidad y distribucidn geografica de estas bacterias en nuestro pais,
por lo que el objetivo del presente trabajo es detectar la presencia de estos géneros de
bacterias en garrapatas asociadas con vertebrados, tanto domésticos como de vida libre,
mediante métodos de deteccion molecular (Reaccion en Cadena de la Polimerasa o PCR),
en los estados de Veracruz, Oaxaca y Morelos, México.
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MATERIALES Y METODOS

Se realizaron seis muestreos de garrapatas de animales domésticos y silvestres entre
agosto de 2022 y enero de 2024, en los estados de Veracruz, Oaxaca y Morelos, México.
Las garrapatas fueron recolectadas directamente de sus hospederos mediante el uso de
pinzas y peines para piojos. Los ejemplares recolectados fueron fijados en alcohol al 96%
y se mantuvieron en refrigeracion (4°C) hasta su procesamiento.

La extraccion de DNA total se realizé de manera individual para cada ectoparasito con
ayuda del kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. La deteccion de las bacterias se realiz6 mediante PCR punto final empleando
los siguientes protocolos y juegos de primers o iniciadores:

DETECCION DE BACTERIAS DEL GENERO RICKETTSIA

El DNA total extraido de las garrapatas fue utilizado para la deteccion de bacterias del
género Rickettsia mediante la amplificacion del gen citrato sintasa (g/tA) utilizando los
primers propuestos por De Sousa et al. (2006): RpCS415 GCTATTATGCTTGCGGCTGT y
RpCS1120 TGCATTTCTTTCCATTGTGC, los cuales amplifican secuencias de entre 800 y
1200 pb. La reaccion de PCR se realiz6 individualmente llegando a un volumen final de 15
Ml, que incluye:13 pl de master mix (0.5 pyl de 50 mM MgCI2, 3 ul de 5X buffer, 0.2 pl de
cada primer at 10 mM, 0.1 pl de Tag DNA polimerasa [MyTaqg™] y 9 ul de agua bi-destilada)
y 2 yl de DNA. En un termociclador Applied Biosystems™ Veriti™, se siguio el perfil térmico
propuesto por De Sousa et al. (2006): 94°C durante 2 minutos, 35 ciclos conformados por
tres procesos: desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 58°C por 30
segundos y una extension a 72°C por 90 segundos, al final una ultima extensién a 72°C
durante 7 minutos.

DETECCION DE BACTERIAS DEL GENERO BARTONELLA

Para la deteccion del género Bartonella se utilizaron los primers propuestos por Norman et
al. (1995): BhCS_781p GGGGACCAGCTCATGGTGG y BhCS_1137
AATGCAAAAAGAACAGTAAACA, que amplifican ~380pb del gen gltA. Las reacciones se
llevaron a cabo a un volumen final de 15 ul con las cantidades de reactivos previamente
descritas. Se utilizaron las siguientes condiciones propuestas por Singer et al. (2020): un
ciclo inicial a 95°C por 10 minutos, seguido 40 ciclos a 94°C por 30 segundos de
desnaturalizacion, 57°C por 1 minuto de alineamiento, 72°C por 1 minuto de extension y
una extension final a 72°C por 5 minutos.

Para cada ensayo de PCR se incluy6 un control negativo (agua) y un control positivo. Tanto
las muestras control junto con los productos de la PCR se tifieron con Red Gel y se
observaron en un gel de agarosa al 1.5%.

Todos los productos de PCR que resultaron positivos se purificaron con el método
Sephadex y se secuenciaron en el Laboratorio Nacional de Biodiversidad (LANABIO) en el
Laboratorio de Secuenciacion Genomica del Instituto de Biologia de la UNAM. Las
secuencias de DNA obtenidas fueron reconciliadas y editadas en los programas Geneious
y Mesquite 3.81, para un posterior analisis de BLAST en GenBank, en el que se
compararon con secuencias ya publicadas y disponibles en la plataforma.

112

e INGCUIDAD Y CALIDAD AGROALIMENTARIA



RESULTADOS Y DISCUSION
En total, se recolectaron 273 ejemplares de garrapatas pertenecientes a cuatro géneros:

Amblyomma (192), Rhipichephalus (73), Ixodes (2) y Dermacentor (7), de 4 especies de
mamiferos (Canis lupus domesticus (41), Didelphis sp. (1) , Peromyscus sp. (3) y
Heteromys sp. (4), 1 especie de anfibio (Rhinella marina (23)) y una especie de reptil
(Leptodeira polysticta (1)).

Para el caso de Rickettsia, el 4.76% (13/273) resultaron positivas, incluyendo a 5 machos
de A. ovale asociadas a C. lupus familiaris, 2 hembras de Ixodes sp. asociadas a C. lupus
familiaris, 1 larva de Dermacentor sp. asociada a Peromyscus sp., 4 larvas de Amblyomma
sp. asociadas a Leptodeira polysticta y 1 macho de A. dissimile asociado a Rhinella
horribilis, todas en el estado de Veracruz.

Para el caso de Bartonella el 4.76% (13/273) resultaron positivas incluyendo 1 larva de
Dermacentor sp. asociada a Peromyscus sp. en Veracruz; 1 larva de Amblyomma sp.
asociada a R. horribilis en Veracruz; 2 ejemplares macho de Rhipicephalus sanguineus s.l.
parasitando a C. lupus familiaris en Oaxaca; 2 larvas de R. sanguineus s.l. asociadas a C.
lupus familiaris en Oaxaca; 2 ejemplares macho de Amblyomma sp. parasitando a Rhinella
horribilis en Oaxaca; 4 ninfas de R. sanguineus s.l. asociadas a C. lupus familiaris en
Oaxaca y 1 ejemplar hembra de R. sanguineus s.I. parasitando a C. lupus familiaris en
Oaxaca.

Con base en las secuencias obtenidas y su comparacién con la base de datos GenBank
mediante la herramienta Blast, se obtuvieron las siguientes especies como las mas
similares para Rickettsia y Bartonella respectivamente:

Rickettsia parkeri (1 muestra)
Rickettsia bellii (7 muestras)
Rickettsia monacensis (5 muestras)
Bartonella vinsonii (4 muestras)
Bartonella clarridgeiae (8 muestras)
Bartonella sp. (1 muestra)

El género Rickettsia en México se ha registrado a lo largo del pais, siendo las zonas de
mayor prevalencia los estados del norte. Del total de muestras analizadas, solo 13 de
Veracruz resultaron positivas. El género Rickettsia se ha dividido en cuatro grupos: Un
grupo“Basal” (R. belliiy R. canadensis) que incluye especies no patogenas; el grupo Tifus
(R. prowazekii y R. typhi); el grupo de las Fiebres Manchadas (R. rickettsii, R. parkeri) y un
grupo Transicional (R. akari, R. felis) (Rodriguez, 2019)

Las especies encontradas en el presente estudio corresponden en su mayoria a R. bellii
(grupo “basal’), agente no patogeno. Por otro lado, también registramos garrapatas
positivas para R. parkeri y R. monacensis, las cuales pertenecen al grupo de las fiebres
manchadas y que causan enfermedades febriles. Rickettsia monacensis representa un
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nuevo registro para México en Ixodes sp. parasitando a C. lupus familiaris; mientras que
R. monacensis ya habia sido registrada previamente en Ixodes boliviensis e Ixodes ricinus
en Costa Rica, Nicaragua y Europa (Springer, 2018) (Jado, 2007). Por otro lado, R.parkeri
la encontramos en A. ovale, parasitando C. lupus familiaris, esta incidencia ya se habia
reportado en el estado de Veracruz. (Sanchez-Montes, 2020)

El género Bartonella incluye algunas especies como B. henselae o B. quintana que tienen
distribucion cosmopolita, otras como B. bacilliformis se concentran unicamente en América
del Sur y América Central (Ferrés, 2005). En México se ha referido a B. elizabethae, B.
henselae, B. clarridgeiae, B. vinsonii entre al menos otras cuatro especies mas de
Bartonella patdégenas (Sanchez-Montes 2019).

Bartonella es un género que incluye especies que se encuentran principalmente en pulgas
y piojos, aunque también se ha comprobado su transmision por garrapatas (Reis, 2011).
En el presente trabajo obtuvimos 13 registros positivos pertenecientes a tres especies del
género Bartonella en garrapatas de los géneros Amblyomma, Dermacentor vy
Rhipicephalus que se encontraban parasitando C. lupus familiaris, Peromyscus sp. Yy
Rhinella marina, en Oaxaca se encontraron 13 registros positivos y ninguno para los
estados de Morelos y Veracruz.

Las especies de bacterias referidas en el presente estudio (B. vinsonii y Bartonella sp.)
pueden ocasionar endocarditis en humanos y aunque no son responsables de causar la
Enfermedad de Arafiazo de Gato, B. clarridgeiae si lo es, aunque en menor medida que B.
henselae (Lopardo,2021).

CONCLUSIONES

Es importante conocer la identidad y distribucion de bacterias causantes de enfermedades
zoonoticas dentro del pais y establecer el tipo de vectores que estan en contacto con el
humano y animales domésticos; asimismo, es necesario seguir realizando este tipo de
trabajos ya que el conocimiento de la biologia basica de estos organismos resultara datos
de gran importancia para la mejor toma de decisiones para la prevencién y control de estas
Zoonosis.

En el presente trabajo, se registré la presencia de Rickettsia y Bartonella en los estados de
Veracruz y Oaxaca respectivamente, en garrapatas que se encontraban parasitando
animales domésticos y algunos silvestres.

Este trabajo resalta la importancia de realizar investigaciones en estos estados de la
Republica con la finalidad de implementar vigilancia epidemiolégica. Ademas de dar a
conocer nuevos vectores y reservorios de estas bacterias no reportados con anterioridad.
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LA INMUNIZACION DE CONEJOS CON PEPTJDOS DE RI-86 Y VDAC AFECTAN
NEGATIVAMENTE LOS PARAMETROS BIOLOGICOS DE Rhipicephalus linnaei
ADULTAS

IMMUNIZATION OF RABBITS WITH RI-86 AND VDAC PEPTIDES NEGATIVELY
AFFECTS BIOLOGICAL FITNESS OF ADULT Rhipicephalus linnaei ticks.
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Abstract

The tick Rhipicephalus sanguineus s.l. now renamed Rhipicephalus linnaei, is distributed
worldwide due to its ability to adapt to urban and non-urban environments. R. linnaei is a
vector of multiple pathogens such as Babesia vogeli, Hepatozoon canis, Anaplasma platys,
and Rickettsia rickettsii, among others. It infests multiple hosts, mainly dogs and
occasionally human beings, therefore the development of immunological control methods
against this tick species is relevant to human and animal health. In this study, we identified
peptides containing predicted B-cell epitopes in the voltage-dependent anion channel (RI-
VDAC) and RI-86 (a homolog of Bm-86), from R. linnaei followed by an evaluation of their
immunogenicity and their ability to reduce the biological fitness of ticks. For this, 3
conserved peptides in the RI-VDAC (Rs-VDAC 1, 2 and 3) and Rs-86 (RI-86 1, 2 and 3)
antigens were selected by bioinformatics analysis tools (ABCpred, BcePred and BepiPred).
The peptides were commercially synthesized and used in an immunization assay wherein
doses were prepared for each peptide at a concentration of 100 pg in a final volume of 1
ml, combined with a commercial adjuvant (Montanide™ ISA 71 vg). Then, 2 8-weeks old,
New Zealand rabbits, were immunized subcutaneously with each peptide four times, every
three weeks. The generation of specific antibodies against each peptide was assessed by
indirect ELISA, and the capacity of these antibodies to recognize the native protein was
performed by immunohistochemistry. Finally, immunogenic peptides were evaluated in a
tick infestation challenge using 10 female and 10 male R. linnaei ticks placed on cloth
patches on immunized rabbits. The efficacy of each peptide was 23.59%, 32.02% and
28.06% for peptides RI-86 1 and 2, and peptide VDAC 2, respectively. We conclude that
peptides in the R. linnaei RI-86 and VDAC antigens, that reduce ticks’ biological fitness,
were identified in this work, which will allow the future development of multi-epitope
molecules.

Key words: B-cell epitope, Immunization, Rhipicephalus linnaei
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INTRODUCCION

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos del filo Arthropoda; estos organismos
parasitan a todos los grupos de vertebrados y son considerados el segundo vector mas
importante de patdgenos en humanos y el primero en animales domésticos y silvestres (De
la Fuente et al.,, 2008). Las garrapatas, ademas de transmitir enfermedades, causan
diversos problemas clinicos al hospedero que parasitan, como inflamacion de piel,
irritacion, dermatitis, prurito, estrés, respuestas alérgicas y anemia.

El término garrapata marron del perro ha sido referido desde hace mas de 100 afios a la
especie Rhipicephalus sanguineus, sin embargo, la investigacién que se ha realizado en
torno a la identificacion taxondmica de esta especie, ha resultado en la clasificacién de un
grupo de garrapatas que comparten ciertas caracteristicas morfologicas, y al cual se le
denomin6 complejo o grupo de R. sanguineus. El complejo R. sanguineus esta conformado
hasta el momento por 12 especies de garrapatas pertenecientes al género Rhipicephalus,
las cuales han sido identificadas y diferenciadas por claves taxonémicas con base en su
morfologia, sin embargo, el uso y evaluacion del genoma mitocondrial ha permitido
clasificar mas apropiadamente a estas especies de garrapatas (Slapeta et al., 2021). En
México se ha identificado taxondmicamente la presencia de la garrapata marrén del perro
en distintas regiones geograficas, sin embargo, se desconocia las especies presentes de
este complejo en el pais. En estudios recientes se ha demostrado mediante técnicas
moleculares que la principal especie del complejo R. sanguineus mayormente distribuida
en México es, R. sanguineus sensu lato linaje tropical (Almazan et al., 2023). Slapeta et al.
(2022) secuenciaron el genoma mitocondrial de garrapatas Rhipicephalus sanguineus s.l.
linaje tropical de distintas regiones geograficas, incluyendo México, demostrando que estas
se agrupan y diferencian en otra especie dentro del complejo, a la cual se le denominé
Rhipicephalus linnaei (Audouin, 1826).

El método tradicional mediante el cual se hace frente a las infestaciones por garrapatas es
el uso de acaricidas quimicos. Estos productos han sido muy exitosos a lo largo del tiempo,
sin embargo, la generacién de resistencia por parte de las garrapatas y todos los problemas
ambientales que ocasionan su uso (Martinez-lbafiez et al., 2023), ha propiciado la
busqueda de nuevos métodos de control sustentables contra las garrapatas, como las
vacunas. El fundamento basico por el cual funcionan las vacunas contra garrapatas, es
que los anticuerpos generados por el sistema inmunitario del hospedero contra el antigeno
utilizado, puedan acceder en suficientes cantidades a la garrapata durante la alimentacion,
para unirse a la proteina de interés y bloquear su funcion, viéndose afectado negativamente
algun parametro bioldgico durante el ciclo de vida del parasito (De la Fuente y Contreras,
2015). En la actualidad, las unicas vacunas comerciales contra garrapata que han logrado
salir al mercado son las que utilizan el antigeno Bm86 de Rhipicephalus microplus
(TickGARD®, Gavac® e Ixovac®).

Las proteinas que evaluaremos en este trabajo, son, el canal aniénico dependiente de voltaje
(VDAC) y el homologo de Bm86 en Rhipicephalus linnaej, RI-86. VDAC es una porina
mitocondrial conservada en todos los organismos eucariontes. Tiene funciones biolégicas
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involucradas en el transporte de metabolitos al interior y exterior de la mitocondria; también
es un componente central de la maquinaria apoptética de la célula, por lo que, es de suma
importancia para mantener un equilibrio en la fisiologia de los organismos. En garrapatas,
se ha identificado VDAC en Rhipicephalus microplus y se ha utilizado la proteina
recombinante para evaluar su capacidad como antigeno vacunal, obteniendo una eficacia
del 80% (Ortega- Sanchez et al, 2020). Hasta el momento, no hay reportes de la
caracterizacion y la evaluacion del antigeno VDAC en R. linnaei. Por otro lado, RI-86 es el
homologo del antigeno Bm86 de R. microplus, el cual fue aislado del intestino de esta
garrapata. Debido a esto, se ha propuesto su uso como candidato vacunal contra la
garrapata R. sanguineus s.| con el fin de obtener eficacias similares a las observadas con
las vacunas que utilizan Bm86 recombinante, como Gavac ® e Ixovac ® (M. Rodriguez et al.,
1995). Hasta el momento no hay estudios que hayan evaluado el efecto vacunal de esta

proteina en la garrapata marrén del perro, R. linnaei.

El objetivo de este trabajo fue identificar y evaluar la inmunogenicidad de péptidos que
contienen epitopos de células B en las proteinas RI-86 y VDAC, asi como evaluar el efecto
protector de los anticuerpos contra estas proteinas en adultas de R. linnaei.

MATERIALES Y METODOS
Seleccion de péptidos

Con secuencias obtenidas previamente de manera experimental de la proteina VDAC de
R. linnaei, y utilizando 3 secuencias de RI-86 obtenidas de la base de datos del NCBI, se
seleccionaron 3 péptidos con epitopos B predichos en cada una de las proteinas.

Para la seleccidn de péptidos se utilizé la metodologia descrita por Perez-Soria et al.
(2024). Primero, se identificaron regiones conservadas entre los distintos aislados
analizados, posteriormente, se descartaron las regiones de la proteina correspondientes al
péptido sefal, hélices transmembranales y regiones hidrofébicas. Después, utilizando los
programas bioinformaticos BcePRED, ABCpred y BepiPred 2.0 se identificaron péptidos
con probabilidad de contener epitopos de células B vy, por ultimo, se analizaron con la
herramienta BLAST del NCBI para determinar si la secuencia del péptido no coincidiera en
un alto porcentaje con proteinas del hospedero.

Inmunizaciones

Los péptidos seleccionados se enviaron a sintetizar comercialmente en un sistema de
dendrimeros de 8 brazos (MAP8). Posteriormente se formularon dosis vacunales utilizando
100 pg de péptido en un volumen final de 1 ml, mezclado con un adyuvante comercial de
tipo Montanide® ISA 71VG. Las inmunizaciones se realizaron utilizando dos conejos de
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raza nueva zelanda de 2 meses de edad por cada péptido a evaluar, administrando un total
de 4 inmunizaciones con intervalos de 21 dias entre cada una (Perez-Soria et al., 2024).

Evaluacion de la inmunogenicidad

Se obtuvieron muestras de suero previo a la primera inmunizacion de cada conejo, y
después de cada inmunizacion al dia 21, 42, 63 y 84. Para evaluar la generacion de
anticuerpos se realiz6 una prueba de ELISA indirecta; para esto, se sensibilizaron placas
de 96 pozos (Corning®) con 2 ug por ml de cada péptido. Se incluyo un triplicado de cada
suero a una dilucion 1:500 vy, se utilizé un anticuerpo secundario anti IgG de conejo (H+L)
conjugado con HRP (perdxidasa de rabano). La reaccion se reveld de acuerdo a lo
establecido por el fabricante y se ley6 a los 20 minutos, utilizando un lector de placas de
ELISA a una longitud de onda de 450 nm.

Por ultimo, con el fin de demostrar que los anticuerpos reconocen la proteina nativa en el
tejido de la garrapata, se llevo a cabo una inmunohistoquimica. Para esto se utilizaron
cortes histolégicos de garrapatas R. linnaei adultas semi repletas, embebidas en parafina;
los cortes fueron hechos de de 3 ym de grosor y fueron colocados en porta objetos
electrocargados. Posteriormente, siguiendo un protocolo estandar de inmunohistoquimica
(Ramos-Vara, 2005), se incubaron los sueros pre inmunizacién y post cuarta inmunizacion
a una dilucion de 1:200 y, se utilizé un anticuerpo secundario anti IlgG de conejo (H+L)
conjugado con HRP a una dilucién 1:300. La reaccidon se revel6 con un kit comercial
utilizando el cromogeno DAB, y se observo a los 5 minutos en un microscopio optico con
un objetivo de 40x.

Evaluacion del efecto protector de los péptidos

Con el fin de evaluar el efecto protector de cada péptido inmunogénico, se inmunizaron
dos nuevos conejos con la misma dosis mencionada anteriormente, y se utilizaron dos
conejos control inmunizados unicamente con adyuvante y PBS. Se administraron dos
inmunizaciones (dia 0 y dia 21) y, 21 dias posteriores a la ultima inmunizacién (dia 42), se
infestd6 cada conejo con 10 garrapatas hembras y 10 garrapatas machos, utilizando un
parche de tela adherido a la piel. El calculo de la eficacia de cada péptido se obtuvo con la
siguiente formula E = 100 x [1 - (Ew % Eo x E)], donde Ew representa el ratio del peso de
replecion, Eo es el ratio entre la ovoposicion y Ex es el ratio de la eclosion entre las
garrapatas de ambos tratamientos (inmunizados/control) (Galay et al., 2014). Los datos
obtenidos se analizaron adicionalmente con la prueba t de Student para determinar
diferencias estadisticas entre tratamientos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se seleccionaron 3 péptidos de cada proteina. Estos péptidos fueron denominados VDAC
1,2y 3,y RI-86 1, 2y 3. Los resultados mostraron que solo el péptido VDAC 2y, RI-86 1
y 2 fueron inmunogenicos mostrando densidades Opticas con diferencia estadistica
significativa al compararse con los sueros de los conejos control en el ensayo de ELISA
indirecta. Los péptidos que no generaron anticuerpos se descartaron. Posteriormente, se
demostrd que los anticuerpos contra los péptidos reconocen la proteina nativa en el tejido
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de la garrapata, observando inmunomarcaje positivo en células del epitelio intestinal y
ovocitos en el ensayo de inmunohistoquimica.

En el ensayo de evaluacién de eficacia, una vez se terminaron de repletar las garrapatas
hembras en los conejos inmunizados, se pesaron y se colocaron en una incubadora a 28
°C y una humedad de 80% para permitir su ovoposicidén. Los resultados mostraron una
media del peso de replecién de 147.873 mg para el péptido RI-86 1, de 133.439 mg para
el péptido RI-86 2 y de 143.19 mg para el péptido VDAC 2, que al compararlos con la media
de las garrapatas del tratamiento control de 150.117 mg, se observé una reduccion, pero
no fue estadisticamente significativa. En el caso del peso de la masa de ovoposicion para
el péptido RI-86 1 y 2 se observaron medias de 91.5 mg y 82.5 mg y, de 91.11 mg para
VDAC 2, que al comparlos con la media del peso de la ovoposicion de las garrapatas
control, de 97.82 mg, se observaron diferencias pero sin significancia estadistica. Por
ultimo, el porcentaje de eclosion mostro en los tratamientos inmunizados con RI-86 1y 2
un resultado de 63.62% y de 69.56%, y para VDAC 2, un 62.12%, que al compararlos con
el porcentaje de eclosidn de las garrapatas control de 76.72%, se observo una disminucion
sin significancia estadistica. En todos los tratamientos se aplico la formula para calcular la
eficacia de cada péptido, mostrando un 23.59%, 32.02% y 28.06% para los péptidos RI-86
1y 2,y VDAC 2 respectivamente.

Los resultados observados en este experimento corroboran que el uso de péptidos
sintéticos puede estimular una respuesta inmune contra una proteina, y que por
consecuente es posible alterar negativamente los parametros biologicos de las garrapatas
en un experimento de inmunizacion como se ha observado en otros estudios (Pérez-Soria
et al., 2024). En un trabajo previo, en donde se utilizdé un péptido de VDAC de R. microplus
(VDAC 3) se observo una eficacia del 40.69%, teniendo su mayor efecto negativo sobre
los parametros de ovoposicidn y eclosion, similar a este trabajo (Lopez-Diaz, 2019). Para
el caso de RI-86, este es el primer estudio donde se evalua el uso de péptidos de esta
proteina como inmunégeno. Sin embargo, en un estudio donde se utilizd la proteina
recombinante Bm86 en un desafio vacunal contra la garrapata R. sanguineus se observo
una disminucion estadisticamente significativa del peso de replecion y de la ovoposicion,
pero no en el porcentaje de eclosion. En este estudio no reportaron porcentaje de eficacia
(Perez-Perez et al., 2010).

CONCLUSIONES

Puesto que solo se utilizaron péptidos de las proteinas VDAC y RI-86, los resultados de
eficacia muestran porcentajes por debajo del 35%, sin embargo, la identificacion de
péptidos inmunogénicos permitira establecer las bases para el desarrollo de una molécula
que pueda contener multiples epitopos de diferentes proteinas, que en conjunto puedan
aumentar la eficacia contra esta especie de garrapata.

Se concluye que las proteinas RI-86 y VDAC de R. linnaei, contienen péptidos con epitopos
de células B capaces de generar una respuesta inmunoldgica protectora contra esta
garrapata.
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ABSTRACT

Babesia bovis is a protozoan parasite that causes bovine babesiosis. It has been postulated
that the translationally controlled tumor protein (TCTP) of Apicomplexa parasites interferes
with the immune response by blocking the interaction of host TCTP with its receptor, thereby
preventing the activation and proliferation of B-cell lymphocytes. The aim of this work was
to characterize B. bovis TCTP activity as an immunogen against acute B. bovis infection. In
the present project, the complete tctp gene was amplified and sequenced in B. bovis
isolates; the gene and predicted protein sequences were highly conserved. Transcription
was confirmed by RT-PCR and expression by WB and confocal microscopy. Using
bioinformatics tools, the predicted three-dimensional structure was obtained, showing the
characteristic alpha-helix. Peptides containing the predicted B cell epitopes were designed,
synthesized, and used in immunization assays to demonstrate their immunogenicity by
inducing specific antibodies. Cattle were immunized with a mixture of TCTP peptides and
then challenged with a virulent strain of B. bovis. Clinical signs and parasitemia were
monitored for 15 days. Less severe clinical signs were observed in immunized animals
compared to controls. A lower level of total antibodies (p>0.5) was observed in the serum
of animals in the control group after challenge, indicating interference of B. bovis TCTP with
the bovine immune response. A neutralization assay was performed using in vitro cultured
B. bovis, and a percentage inhibition of 32-34% was observed using sera from immunized
cattle. These results indicate that B. bovis has a fctp gene that is transcribed and expressed
in intraerythrocytic stages. The protein contains peptides with conserved B cell epitopes
that induce neutralizing antibodies in immunized animals. Anti-TCTP antibodies help reduce
clinical signs and improve the humoral immune response in infected cattle. Funded by
UAQ-FONDEC (FNV-2020-06), USDA-ARS (59-2090-1-001-F), OUAVM and The Japan
Society for the Promotion of Science
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INTRODUCCION

La Proteina Tumoral Traduccionalmente Controlada (Translationally Controlled Tumor
Protein, TCTP) es una proteina altamente conservada en eucariontes (Gachet et al., 1999).
Esta proteina participa en una amplia gama de interacciones con diferentes moléculas
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(Telerman & Amson, 2017). Se ha identificado que la TCTP puede interactuar tanto de
manera intracelular como extracelular. Sin embargo, la mayoria de sus funciones
conocidas estan relacionadas con el crecimiento celular, la division celular y el sistema
inmunoldgico, estimulando la proliferaciéon celular, lo que sugiere un rol citoprotector
(Amzallag et al., 2004; Hinojosa-Moya et al., 2008).

La TCTP ha sido estudiada en diversas especies de Plasmodium (organismos del filo
Apicomplexa). Se ha destacado que esta proteina es secretada en el suero del
hospedador, sugiriendo su implicacién en el establecimiento de la parasitemia, ya que
interfiere en la respuesta inmune al inhibir la proliferacion de las células B del hospedador.
Aunque esta proteina es estructuralmente similar entre las especies del filo Apicomplexa,
presenta diferencias significativas cuando se compara con la de otras especies. Una
caracteristica clave es que, en las especies Apicomplexa, la TCTP posee una hélice alfa
adicional en lugar de una hoja B, presente en la estructura de la TCTP de mamiferos
(Calderén-Pérez et al., 2014). Estas diferencias estructurales pueden bloquear la
interaccion de la TCTP del huésped con su receptor, inhibiendo la activacion de las células
B y, por tanto, la respuesta inmune (Hinojosa-Moya et al., 2008; Calderén-Pérez et al.,
2014; Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017).

La babesiosis bovina es una enfermedad causada por parasitos del género Babesia, que
se encuentra distribuida a nivel mundial y es transmitida por varias especies de garrapatas,
dependiendo de las condiciones geograficas y climaticas. El cambio climatico ha alterado
las areas de distribucién de estas garrapatas (de Waal & Combrink, 2006). En México, la
babesiosis bovina es causada por Babesia bovis y B. bigemina, transmitidas principalmente
por la garrapata R. microplus. De estas, B. bovis es la especie mas patdégena, debido a su
alta virulencia y elevada tasa de mortalidad, lo que genera importantes pérdidas
econdmicas en la ganaderia (Jongejan & Uilenberg, 2004; Brown & Palmer, 1999).

Para controlar esta enfermedad de manera eficiente y en relacién costo-beneficio, se
sugiere un protocolo integral que incluya el uso de vacunas, el manejo de garrapatas, la
quimioprofilaxis y la rotacion de praderas durante el pastoreo (Suarez & Noh, 2011; de
Waal & Combrink, 2006). Las vacunas mas utilizadas han sido aquellas basadas en
parasitos vivos atenuados, las cuales han demostrado grados variables de proteccion,
aunque se consideran inseguras debido al riesgo de reversion de la virulencia (Suarez &
Noh, 2011; Fish et al., 2008; Bock, Jackson, Vos & Jorgesen, 2004; Edelhofer et al., 1998).
El objetivo de este trabajo es caracterizar la TCTP y analizar su potencial como
inmunogeno en la proteccion contra la infeccion por Babesia bovis.

MATERIAL Y METODO

CARACTERIZACION DEL GEN TCTP DE B. BOVIS.

Se identifico el gen fctp en el genoma de B. bovis por homologia en la secuencia de
aminoacidos, utilizando la base de datos del Centro Nacional de Informacion
Biotecnoldgica (NCBI). El gen completo de tctp se amplific6 mediante PCR a partir del ADN
de diferentes aislados de B. bovis. Posteriormente, el gen se cloné y se envidé para su
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron comparadas, generandose una secuencia
consenso. Se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos de la
TCTP de B. bovis con las de Bos taurus y Bos indicus.
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Para predecir la estructura tridimensional de la TCTP, se utiliz6 una herramienta de
modelado por homologia de proteinas, tomando como referencia la estructura
tridimensional descrita para la TCTP de P. falciparum (Eichhorn et al., 2013), partiendo de
la secuencia obtenida de las cepas secuenciadas.

Para verificar la transcripcién y expresion del gen tctp, se realizé una retrotranscripciéon a
partir de ARN, utilizando oligonucleétidos especificos para amplificar la secuencia
codificante. Ademas, se llevd a cabo un Western Blot con proteinas de B. bovis y suero de
bovinos inmunizados con TCTP, extrayendo las muestras de eritrocitos infectados. También
se utilizé microscopia confocal para corroborar la expresion de la proteina mediante frotis
de eritrocitos infectados con B. bovis.

Con el objetivo de evaluar si los anticuerpos generados contra la TCTP tenian un efecto
inhibidor sobre el proceso de invasion eritrocitaria, se realizé un ensayo de neutralizacion
utilizando un cultivo in vitro de B. bovis, durante 72 horas. Para el analisis estadistico se
aplicé un ANOVA, seguido de la prueba de Tukey, con un valor de significacion de p < 0.05.

EVALUACION DEL EFECTO DE LOS ANTICUERPOS CONTRA LA TCTP DE B. BOVIS
EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION.

Se emplearon programas de bioinformatica para predecir las regiones de la proteina con
alta probabilidad de ser epitopos B. A partir de estas predicciones, se disefaron péptidos
correspondientes a las regiones seleccionadas. Los inmundgenos se prepararon en una
suspension que contenia los péptidos (60 ug/ml de cada uno) y un adyuvante. Se formaron
dos grupos de cuatro bovinos: un grupo control, inmunizado unicamente con el adyuvante,
y un grupo experimental, inmunizado con la mezcla de péptidos y adyuvante. Cada grupo
fue inmunizado en tres ocasiones, con un intervalo de 21 dias entre cada inmunizacién. Se
extrajo sangre de los bovinos antes de cada inmunizacion mediante puncion en la yugular,
para obtener suero. Ambos grupos fueron desafiados 24 dias después de la tercera
inmunizacion, utilizando eritrocitos infectados con B. bovis (1 x 108).

Tras la infeccion, se realizé un examen fisico diario a los bovinos. Para determinar la muerte
experimental, se tomaron en cuenta los siguientes criterios: presencia de parasitos en frotis
sanguineo, temperatura corporal superior a 40.5°C durante mas de tres dias, descenso en
el volumen celular aglomerado (>40%), y signos clinicos como anorexia, depresion vy
letargia. Estos signos fueron verificados por un MVZ a ciegas. Cuando se determino la
muerte experimental, los animales fueron tratados. La diferencia estadistica significativa
entre los dos grupos se analizé utilizando una prueba T de Student para muestras
independientes. El manejo de los animales se realiz6 posterior a la aprobacién del
protocolo por el comité de bioética de la FCN, UAQ (15FCN2019).

Se utilizé una ELISA indirecta para cuantificar la cantidad de anticuerpos y determinar el
tiempo de generacidn de los mismos. Para detectar la presencia de anticuerpos, se
analizaron los sueros correspondientes a los dias 0, 21, 42 y 63 post inmunizacion. Para
la titulacion, se utilizaron los sueros pre inmunizacion y los del dia 63 post inmunizacion.
La diferencia estadistica significativa se calcul6 mediante un analisis T de Student para
muestras pareadas (p < 0.05). Dado que los anticuerpos generados por la inmunizacion
con los péptidos podrian interferir con la union de la TCTP de B. bovis a las células B de
los bovinos, se analizé si existia una diferencia en la cantidad de anticuerpos totales entre
el grupo control y el grupo inmunizado. Se realizd una titulacion de anticuerpos totales en
el suero mediante ELISA indirecta, utilizando sueros obtenidos pre inmunizacién, post
tercera inmunizacion (antes del desafio) y 20 dias después del desafio. Los sueros se
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diluyeron en serie en base 10 hasta alcanzar una dilucién de 1:100,000,000,000. La
diferencia estadistica significativa entre los sueros por animal se calcul6 utilizando un
analisis T de Student para muestras pareadas (p < 0.05).

RESULTADOS

CARACTERIZACION DEL GEN TCTP DE B. BOVIS

Se identifico la secuencia de nucledtidos del gen tctp en el genoma de B. bovis, ubicado
en el cromosoma 4, con una longitud de 889 pb, compuesto por 3 exones y 2 intrones. Esta
secuencia esta registrada en la base de datos del NCBI con el Gene ID: 5478636. Mediante
PCR, se amplific el gen tctp en aislados de B. bovis provenientes de diversas regiones,
incluyendo Michoacan, T2Bo, Zacatecas, Trinidad & Tobago, Tepic, Puebla y Jalisco. En
las secuencias obtenidas se observé una identidad de nucledtidos superior al 99%, lo que
permitié generar una secuencia consenso. Se encontré un 100% de identidad entre las
secuencias de la TCTP de Bos taurus y Bos indicus, mientras que la identidad entre estas
y la TCTP de B. bovis fue del 31.76% en la secuencia de aminoacidos. A partir de la
secuencia obtenida de las cepas secuenciadas, se predijo una estructura tridimensional
muy similar a la descrita para P. falciparum, con una hélice alfa caracteristica de las TCTP
de organismos del filo Apicomplexa, localizada entre los aminoacidos 23 y 31. Esto sugiere
que la funcion de la TCTP de B. bovis podria ser comparable a la de P. falciparum.

La transcripcion del gen fctp se verifico mediante RT-PCR utilizando oligonucleotidos
especificos para amplificar la secuencia codificante. La expresién de la proteina se
confirmé mediante Western Blot (WB) utilizando suero de bovinos inmunizados con TCTP.
Adicionalmente, se comprobd la expresion a nivel celular por microscopia confocal,
utilizando suero de conejos inmunizados con péptidos de TCTP, observando una
distribucion citoplasmatica de la proteina. En el ensayo de neutralizacidn, se observé un
porcentaje de inhibicion del 32-34%.

EVALUACION EL EFECTO DE LOS ANTICUERPOS CONTRA LA TCTP DE B. BOVIS
EN EL ESTABLECIMIENTO DE LA INFECCION.

Basandose en las predicciones de programas bioinformaticos, se identificaron las regiones
con mayor probabilidad de actuar como epitopos a células B. Se seleccionaron 4 péptidos,
de entre 18 y 24 aminoacidos, que potencialmente estimulan una mayor respuesta inmune
y facilitan el cambio de isotipo de IgM a IgG. Estos péptidos se sintetizaron quimicamente,
utilizando un formato MAPS 8.

Se realizd un examen fisico diario a los bovinos, destacando el monitoreo de su
comportamiento. En el grupo control, los animales mostraron signos de letargo y depresion
a partir del dia 9 post infeccidén, hasta que se determiné la muerte experimental. De los
cuatro animales del grupo control, tres fueron determinados en muerte experimental,
mientras que, en el grupo vacunado, ninguno presentoé dicha condicion. En los bovinos del
grupo vacunado, se midio el titulo de anticuerpos en el suero posterior a la tercera
inmunizacion, obteniéndose titulos que oscilaron entre 1:2000 y 1:32000. Se observd un
aumento significativo de anticuerpos a partir de la segunda inmunizacién. Por otro lado, en
los animales del grupo control, la cantidad de anticuerpos totales en el suero post desafio
fue similar a la del suero pre inmunizacion y pre desafio, sin indicios de incremento. En
contraste, los animales del grupo inmunizado presentaron una mayor cantidad de
anticuerpos totales en el suero post inmunizacion en comparacion con los sueros pre
inmunizacion y pre desafio. Esta diferencia podria estar correlacionada con el titulo de
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anticuerpos especificos contra la TCTP de B. bovis, ya que los animales que mostraron
una mayor diferencia entre los sueros también presentaron titulos mas elevados de
anticuerpos contra la TCTP. No obstante, es crucial investigar mas a fondo la interaccion
de esta proteina en B. bovis con las células de los bovinos para comprender mejor su papel
en la respuesta inmune.

CONCLUSIONES

Babesia bovis posee el gen de tctp, que es transcrito y expresado durante sus estadios
intraeritrociticos. La proteina TCTP contiene epitopos que son reconocidos por las células
B, lo que induce la produccion de anticuerpos. Estos anticuerpos contribuyen a reducir los
signos clinicos de la infeccion y neutralizan la invasion en cultivos in vitro. Ademas, la
inmunizacién con TCTP de B. bovis impide que el parasito interfiera en la respuesta
inmunitaria del hospedero, mejorando asi la proteccién frente a la infeccion.
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ABSTRACT

Translationally controlled tumour protein (TCTP), a highly conserved and multifunctional
protein that plays critical roles both inside and outside cells. TCTP has been shown to be
involved in processes such as cell growth and division and plays a role in regulating the
immune response. In B cells, it has been suggested that it is involved in the activation of
the immune system. However, in organisms of the Apicomplexa phylum, such as
Plasmodium and Babesia, TCTP appears to interfere with the host immune response,
affecting B cell proliferation and reducing antibody production. Previous studies concluded
that TCTP from B. bovis may be related to the inhibition of the humoral immune response
in cattle. In this study, the optimal conditions for the expression and soluble purification of
two recombinant proteins, Babesia bovis TCTP (rBboTCTP) and Bos taurus TCTP
(rBtTCTP), were established using competent E. coli BL21 cells. The coding sequences of
both proteins were optimized and inserted into the pEt-30a (+) vector. Protein expression
was assessed under different conditions of temperature, time and using different
concentrations of IPTG to induce protein expression. Soluble, insoluble fractions and
culture medium were analyzed using SDS-PAGE and Western blot (WB) techniques to
confirm the presence of the recombinant proteins. For rBboTCTP, pilot assays indicated
that the best expression conditions were at 30°C with 1 mM IPTG for 24 hours. Larger scale
expression in a bioreactor resulted in a biomass of 16.3 g and the protein was secreted into
the culture medium. For rBtTCTP, better results were obtained at 30°C with 0.5 mM IPTG,
the soluble fraction being richer in recombinant protein. In both cases, the proteins were
purified by affinity chromatography on nickel columns. Purification was verified by SDS-
PAGE and WB with anti-histidine antibodies. The study confirms the correct expression and
purification of both proteins and suggests that optimal induction conditions and temperature
play a key role in the efficient production of recombinant proteins in E. coli. Although
previous studies suggest that B. bovis TCTP interferes with B-cell activation, further studies
are required to confirm this hypothesis and to better understand its impact on bovine
babesiosis; having these recombinant proteins in a soluble, purified form will allow
experiments to be carried out to evaluate the function of B. bovis TCTP.

Key words: TCTP, Translationally Controlled Tumour Protein, recombinant proteins
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INTRODUCCION

La proteina tumoral traduccionalmente controlada (TCTP) es una proteina altamente
conservada, que ha sido identificada en numerosos tejidos y es expresada por diversos
tipos celulares (Boomer & Thiele, 2004; Amzallag et al., 2004). La TCTP interactua con
diferentes moléculas y, se ha propuesto que la TCTP puede interactuar simultaneamente
de dos formas distintas las proteinas; pero con las que interactua no estan conservadas, a
pesar de su alta conservacion estructural. Estas diversas interacciones le da multiples
funciones a la proteina (Boomer & Thiele, 2004, Telerman & Amson, 2017; Gachet et al.,
1999). Esta proteina actua tanto intracelular como extracelularmente, y la mayoria de sus
funciones estan relacionadas con el crecimiento celular, la divisiéon celular y el sistema
inmunologico, promoviendo la proliferacion celular (Amzallag et al., 2004; Hinojosa-Moya
et al., 2008). Entre sus funciones extracelulares destaca la regulacion de la respuesta
inmunitaria. En las células B, la TCTP estimula la proliferacién, induce la expresion de
moléculas del MHC clase I, favorece el crecimiento y la diferenciacion de las células B, y
estimula la produccion de citocinas e inmunoglobulinas, lo que sugiere un papel en la
activacion de la respuesta inmune.

Esta proteina ha sido estudiada en organismos protozoarios del filo Apicomplexa,
principalmente en Plasmodium, y recientemente ha sido identificada en Babesia bovis. Se
ha observado que es secretada por Plasmodium falciparum en el suero del huésped,
posiblemente mediante vesiculas, lo que sugiere que podria jugar un papel en el
establecimiento de la parasitemia al interferir con la respuesta inmune del hospedador,
disminuyendo la proliferacion de células B (Tayloe et al.,2015; Mathieu et al., 2015;
Dermata-Gatsi et al., 2019). La principal similitud de esta proteina entre los organismos del
filo Apicomplexa radica en su estructura tridimensional, que incluye una hélice alfa
adicional, lo que le otorga una mayor afinidad por el receptor en comparacion con la
proteina homodloga en mamiferos (Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017; Calderon-
Pérez et al., 2014; Pérez-Almeida, 2021). Estas diferencias estructurales podrian permitir
que la TCTP bloquee la interaccién de la TCTP del huésped con su receptor en los linfocitos
B, interfiriendo en la activacion y proliferacion de estas células, y, en consecuencia,
inhibiendo la activacion de la respuesta inmune. Esto podria estar relacionado con la
disminucién de células B de memoria observada en casos de malaria (Hinojosa-Moya et
al., 2008; Calderon-Pérez et al., 2014; Xoconostle-Cazares & Ruiz-Medrano, 2017). Se ha
evaluado el titulo de anticuerpos totales en suero de animales antes y después de un
desafio con B. bovis. En el grupo control, el titulo de anticuerpos en el suero posterior al
desafio fue menor o similar al nivel presente antes de la inmunizacién. En cambio, en el
grupo inmunizado con TCTP, el titulo de anticuerpos aumenté tras el desafio, lo que sugiere
que la TCTP de B. bovis podria estar interfiriendo con la respuesta inmune humoral de los
bovinos (Pérez-Almeida, 2021). No obstante, son necesarios estudios mas detallados para
corroborar esta hipétesis.

La babesiosis bovina es una enfermedad de distribucion mundial causada por parasitos del
género Babesia, que infectan a una amplia gama de animales domésticos, salvajes e
incluso a los humanos. La transmision ocurre a través de varias especies de garrapatas,
dependiendo de la region geografica y las condiciones climaticas (de Waal & Combrink,
2006). En México, la babesiosis bovina es provocada principalmente por Babesia bovis y
B. bigemina, y es transmitida por las garrapatas Rhipicephalus microplus y R. annulatus.
De estas dos, B. bovis es la especie que mas afecta al ganado debido a su alta virulencia
y mayor tasa de mortalidad en comparacién con otras especies de Babesia. La busqueda
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de medidas para reducir los signos clinicos en animales infectados es esencial. Aunque la
babesiosis es una enfermedad tratable, su diagndstico puede ser complicado debido a la
falta de signos clinicos especificos, lo que ocasiona un fuerte impacto econémico en las
zonas endémicas (Suarez & Noh, 2011; de Waal & Combrink, 2006).

MATERIAL Y METODOS

Para la expresion de las proteinas recombinates se optimizaron las secuencias codificantes
de ambas TCTP para su expresion en E. coli y se insertaron en el vector de expresién pEt-
30a (+). Estas secuencias fueron sintetizadas.

Expresiéon de la TCTP recombinante de Babesia bovis (rBboTCTP)

El plasmido sintético fue transformado en células competentes de E. coli BL21 (DE3) plys,
cultivadas en medio LB con kanamicina (10 pg/ml). La expresion se indujo con IPTG
(isopropil-B-galactosidasa, Ultrapure™ IPTG, Invitrogen). Se realizaron diversos ensayos
de induccidén variando las concentraciones de IPTG, la temperatura y el tiempo de
expresion. En cada ensayo, se obtuvieron fracciones de la fase soluble, insoluble y del
medio de cultivo, evaluando la expresion de rBboTCTP mediante SDS-PAGE y Western
Blot (WB). Una vez establecidas las condiciones Optimas de expresion, se escald la
produccion en un biorreactor con 2 litros de medio LB con kanamicina (10 pg/ml),
manteniendo condiciones controladas de temperatura, pH y oxigenacién. Se incubo
durante 24 horas, se recolecto la fraccion soluble, insoluble y el medio de cultivo.

Expresion de la TCTP recombinante de Bos taurus (rBtTCTP)

El plasmido sintético fue transformado en células competentes de E. coli BL21 (DE3) plys,
E. coli BL21 (DE3), Mach T1 y Rosetta 2, incubadas en medio LB con kanamicina (10
pug/ml) y, cloranfenicol (34 pg/ml) para las células Rosetta. La expresion se indujo con IPTG
y se realizaron ensayos variando las concentraciones de IPTG, la temperatura y el tiempo
de induccion. En cada ensayo, se recolectaron las fracciones soluble, insoluble y el medio
de cultivo, evaluando la expresion de rBtTCTP por SDS-PAGE y WB. Tras establecer las
condiciones 6ptimas de expresion, se escald la produccién en un biorreactor con 4 litros
de medio LB, manteniendo condiciones controladas de temperatura, pH y oxigenacion. Se
incubo durante 24 horas, se recolectaron las fracciones de interés de manera similar.

Purificacion de las proteinas rBboTCTP y rBtTCTP

Ambas proteinas recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad en
columnas de niquel (His-Tag FF, Cytiva), utilizando soluciones de elucion con imidazol (500
mM) y recolectando fracciones de 1 ml. Para rBboTCTP, primero se utilizé el sobrenadante
obtenido de la expresion a 37°C, posteriormente purificacion con 50 ml del medio de cultivo
tras la expresion en el biorreactor a 30°C. Para rBtTCTP, se purificd la fraccion soluble
tanto a 30°C como a 37°C. En todos los casos, la purificacion fue verificada mediante SDS-
PAGE y WB con anticuerpos de raton IgG monoclonales anti-histidina (Invitrogen), y las
proteinas fueron cuantificadas utilizando el método de Bradford.

RESULTADOS

Expresiéon de la TCTP recombinante de Babesia bovis (rBboTCTP)

De cada ensayo piloto de expresion, se obtuvieron tres tipos de muestras: fase soluble,
fase insoluble y medio de cultivo, tanto de las clonas inducidas como no inducidas. En el
ensayo a 37°C, con 1 mM de IPTG (para induccién), la proteina recombinante fue
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detectada en la fraccion soluble a las 16 y 24 horas. En el ensayo a 30°C, la proteina se
encontro en las tres fracciones (soluble, insoluble y medio de cultivo) a las 21 y 24 horas.
La correcta expresion de la proteina se comprobé mediante Western Blot (WB) con la
fraccién soluble a las 24 horas, utilizando suero de conejos inmunizados con péptidos
individuales de BboTCTP, suero de bovinos inmunizados con una mezcla de péptidos de
BboTCTP y anticuerpos monoclonales anti-histidina como control. Las mejores condiciones
para expresar rBboTCTP se consideraron a 30°C induciendo con 1 mM de IPTG, por 24
horas. En la expresion a mayor escala en un biorreactor se obtuvo una biomasa de 16.30
g a partir de 2 litros de medio de cultivo, observandose qu la expresién de rBboTCTP fue
secretada a medio de cultivo.

Expresion de la TCTP recombinante de Bos taurus (rBtTCTP)

De cada ensayo piloto de expresion, se obtuvieron tres tipos de muestras: fase soluble,
fase insoluble y medio de cultivo, tanto de las clonas inducidas como de las no inducidas.
En el ensayo utilizando células competentes BL21 (DE3) a 37°C, con 0.5 mM de IPTG, se
detectd la proteina recombinante en la fraccién soluble e insoluble a las 22 horas
postinduccion. En el ensayo a 30°C, también con 0.5 mM de IPTG, se observo la proteina
recombinante en ambas fracciones (soluble e insoluble) a las 24 horas postinduccion.
Comparando los ensayos, la temperatura de 30°C favorecié una mayor cantidad de
proteina en la fase soluble, lo cual fue confirmado por WB. En células Rosetta 2, la
induccién con IPTG a 37°C mostré que la proteina se encontraba principalmente en la
fraccion insoluble, y en menor cantidad en la fase soluble, sin detectarse en el medio de
cultivo. Las mejores condiciones para expresar rBtTCTP se establecieron en células E. coli
BL21 (DE3) a 30°C, con 0.5 mM de IPTG durante 24 horas. La correcta expresion de la
proteina se confirmdé por WB en la fraccion soluble a las 24 horas, utilizando suero
monoclonal anti-histidina. La expresidn a mayor escala se realizé en un biorreactor con 4
litros de medio LB, a 30°C y 0.5 mM de IPTG. Se tomaron muestras antes de la induccion,
a las 20 y 24 horas postinduccion, y se analizaron las fracciones soluble, insoluble y el
medio de cultivo mediante SDS-PAGE al 15%. La expresion en el biorreactor se confirmd
por WB, detectandose la proteina en ambas fracciones (soluble e insoluble).

Purificacion de las proteinas rBboTCTP y rBtTCTP

En la purificaciéon de rBboTCTP de la fraccion soluble obtenida a 37°C, se detectd la
proteina purificada en 5 fracciones, con concentraciones de 0.08 mg/ml a 1.78 mg/ml,
dependiendo de la fraccion, considerando un total de 3.59 mg por los 6 ml de fraccion
soluble purificada. Al purificar desde el medio de cultivo obtenido de la expresién en
biorreactor a 30°C, se obtuvo la proteina rBboTCTP en concentraciones de 0.016 mg/ml a
2.35 mg/ml, dependiendo de la fraccion evaluada. Obteniendo un total de 6.32 mg de los 6
ml de medio de cultivo purificado; estimando una expresion total de 250 mg en los 2 litros
de medio de cultivo obtenido en la expresion en biorreactor. Se confirmé la correcta
purificacion de ambos casos por SDS-Page en geles de poliacrilamida al 15% y por WB
con suero de bovino inmunizado con péptidos, suero de conejo inmunizado con péptidos y
anticuerpos monoclonales anti-histidina.

La proteina recombinante rBtTCTP se purific6 de la fraccion soluble obtenida en los
ensayos a 37°C y a 30°C, observandose una mayor concentracion de proteina al purificar
la fraccion soluble de la expresion a 30°C. La purificacion se verifico mediante SDS-page
con geles de poliacrilamida al 15% y WB utilizando anticuerpos monoclonales anti-histidina.
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CONCLUSIONES

Se determind las condiciones optimas para la expresion de las proteinas recombinantes
de forma soluble. Para rBboTCTP se concluy6 que las mejores condiciones de expresion
son a 30°C con 1 mM de IPTG vy, para rBtTCTP, se encontraron las mejores condiciones
a 30°C con 0.5 mM de IPTG. Ambas proteinas fueron purificadas eficientemente utilizando
cromatografia de afinidad y validadas mediante SDS-PAGE y Western Blot. El obtener
ambas proteinas de forma soluble permitiran la realizacién de futuros estudios sobre el
papel de estas proteinas en la respuesta inmune y su potencial en el control de la
babesiosis bovina.
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Abstract

Ticks, a significant group of mites, play a crucial role in biology and public health as
these blood-feeding ectoparasites serve as vectors for various pathogenic
microorganisms, including protozoa, bacteria, and viruses. Additionally, they
inoculate toxic substances into their hosts. This study aims to determine the
presence of bacterial pathogens in reservoirs and vectors in Marqués de Comillas,
Chiapas, Mexico. Sampling was conducted at six sites with varying percentages of
vegetation cover, ranging from 0.7% in cultivated and abandoned pasture areas to
95.84% in mature or secondary forests. Ticks were collected both from the field and
from hosts, including humans and rodents identified as Heteromys desmarestianus,
Sigmodon toltecus, Oryzomys couesi, and Peromyscus mexicanus. The tick species
collected were Amblyomma mixtum and Amblyomma americanum, which
underwent molecular testing to identify the pathogens present. The presence of
Ehrlichia chaffensis, the causative agent of Rocky Mountain spotted fever and
typhus, as well as Ehrlichia canis, was confirmed.

The results showed that in disturbed sites, rodent abundance decreased while tick
abundance increased. In contrast, tick diversity was higher in conserved sites,
although the search for hosts was complicated by the terrain's heterogeneity and the
dispersal of hosts. It is crucial to raise public awareness about the increase in tick
populations in disturbed areas due to the associated risks of disease transmission.
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a. Introduccion

Las enfermedades zoonoticas poseen la cualidad de establecerse en algunos
mamiferos y aves con la ayuda de vectores hematofagos los cuales influyen en su
diseminacion geografica, debido a las condiciones climaticas y el establecimiento
de factores como fauna que interviene en el ciclo biologico de las enfermedades al
ser parasitados por las fases larvarias de estos vectores (Tamez, 2015). Las
garrapatas se consideran los vectores mas relevantes de patdogenos causantes de
enfermedades en animales domésticos y salvajes (Vargas-Sandoval, et
al.2014). Las garrapatas son acaros hematofagos obligados pertenecientes a la
clase Arachnida, subclase Acari, que aparecieron durante el periodo Cretacico.
Hace 100 millones de anos predominaron dos géneros (Compluriscutula vy
Cornupalpatum) antecesores de la familia Ixodidae, mientras que los argasidos
aparecieron seis millones de afios después. Actualmente los Argasidos e Ixédidos
contienen especies de distribucion cosmopolita, se distribuyen desde las selvas
tropicales hasta los desiertos, islas, en el Artico y Antartico.

Las especies del género Amblyomma han sido registradas en 30 de los 32 estados
de la Republica Mexicana, siendo A. cajennense (ahora llamada A. mixtum) la
especie de mayor distribucion (Guzman-Cornejo et al.,, 2011). El complejo A.
cajennense (s.l.) por ejemplo esta asociado como principal transmisor de la fiebre
de las Montanas Rocosas, se ha incrementado su incidencia en Sudamérica en los
ultimos afos. Sin embargo y pese a los reportes presentados, hay varios casos de
enfermedades rickettsiales que no son diagnosticadas adecuadamente,
principalmente por la similitud de signos clinicos con los diagndsticos diferenciales:
dengue, malaria, fiebre amarilla, hepatitis viral, hantavirus y leptospirosis, ademas,
no es posible llegar a un diagnostico definitivo debido a la falta de pruebas
inmunoldgicas especificas (Robayo Ortiz, et al, 2020). Los mamiferos son los
principales hospederos seguidos por reptiles, aves y anfibios. Los roedores son un
grupo de mamiferos que responden de diversas maneras a la perturbacion, las
especies de roedores generalistas e invasoras pueden aumentar sus poblaciones;
mientras que las especies con habitos especialistas pueden experimentar
poblaciones fuertemente reducidas (Barriga Carbajal, 2021).

Las enfermedades rickettsiales transmitidas por garrapatas (TBRD, por sus siglas
en inglés) son enfermedades zoondticas emergentes y un problema de salud
humana y de medicamentos veterinarios. La distribucion de estas enfermedades
esta relacionada con la distribucion del vector. La presencia de patégenos en el
huésped es un indicador de riesgo de exposicion de la poblacién a estas areas
(Sosa-Gutiérrez et al. 2014).

El estudio se realizé en los meses de agosto-septiembre del 2020 en el municipio
de Marquez de Comillas, Chiapas, México que se encuentra localizado
geograficamente en la latitud a 16°20" al Norte y longitud 92°46' al Oeste. La Region
de Marqués de Comillas se ubica en lo profundo de la Selva Lacandona, es
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fronterizo con Guatemala, pertenece al Estado de Chiapas, México. Se localiza
principalmente entre los 100 y los 200 msnm, en la region climatica de las tierras
bajas calidas, en clima calido-humedo, con temperaturas medias anuales de 22°C,
y precipitaciones entre 1 890 y 3 000 mm anuales. Colinda al noroeste con el
municipio de Ocosingo, al noreste con el de Benemérito de las Américas y al Sur
con la Republica de Guatemala. Paralelo al Rio Lacantun, frente a la Reserva de la
Biosfera de Montes Azules con una vegetacion original: selva alta y media,
perennifolia (Muenh y Martinez, 2016).

b. Materiales y métodos

La colecta de organismos se trabajo en seis sitios dentro del municipio de Marquez
de Comillas, Chiapas en un gradiente de cobertura vegetal que variaban desde un
minimo del 0.7% en areas de pastizales y cultivos abandonados, hasta un maximo
del 95.84% en bosques maduros o secundarios. En cada sitio se trabajo por 4 dias
consecutivos: utilizando diferentes tipos de colecta para aumentar la probabilidad
de encontrar garrapatas en sitios tan grandes. Se realizaron 2 cuadrantes al azar
en el sitio con una medida aproximada de 25 pasos por lado donde se hizo un
recorrido con red de golpeo y bandera de arrastre sobre la vegetacion y al finalizar
el sitio se revisaba cada companero. Las garrapatas se colocaron en tubos
Eppendorf de 2ml con alcohol al 70% para su conservacion. Se colocaron 90
trampas Sherman a lo largo de dos lineas paralelas, con una distancia de 20m de
separacion y entre trampas consecutivas en una linea de 10 m. Las trampas se
cebaron diariamente con una mezcla de copos de avena y vainilla, se revisaban al
dia siguiente por la madrugada, al atrapar un roedor se colectaba bajo los
estandares sugeridos, después eran llevados a congelacion para su conservacion.

En las instalaciones del Laboratorio de Entomologia Bidl. Socrates Cisneros Paz
(Facultad de Biologia) de la U.M.S.N.H. Se revisaron las muestras. Los roedores
fueron descongelados, identificados a especie, cada uno de ellos fue cepillado
sobre una superficie blanca para la colecta de los ectoparasitos, se revisaron bajo
un microscopio estereoscopico para verificar que se retiraron todos los organismos.
Se procedid a diseccionar por el vientre del roedor, retirando 6rganos (pulmoén,
corazon, vaso, higado) cada érgano se coloco en un tubo Eppendorf rotulado con
la informacién correspondiente de cada roedor y se llevo a congelacion.

De los ectoparasitos se seleccionaron las garrapatas al igual que las garrapatas
colectadas de manera directa, fueron identificadas mediante los estandares y
parametros necesarios para estos artrépodos con ayuda de la clave de
identificacién: Hoffmann H. clave para identificar los géneros de garrapatas
mexicanas adultas.

En las instalaciones del Laboratorio Clinico BioGeneTicks - Diagndstico de
Enfermedad de Lyme y Coinfecciones (Tulancingo, Hgo.) se apoyo con los aparatos
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necesarios para determinar los patdogenos con PCR. Se realizé la extraccion y
purificacion de ADN de tejido utilizando los 6rganos de cada roedor, procediendo a
la extraccion y lectura con NANODROP ONE. Las muestras se llevaron a cabo en
una electroforesis para determinar si existe presencia de bacterias patégenas.

c. Resultados y discusion

Se identificaron las especies de roedores: Heteromys desmorestianus, Sigmodon
toltecus, Oryzomus cuoesi y Peromuyscus mexicanus donde se obtuvieron 142
garrapatas en estado larval del género Amblyomma. En la colecta directa y con red
de golpeo se obtuvieron un total de 40 muestras con un aproximado de 210
garrapatas, con ayuda de claves se identificaron 2 especies de garrapatas:
Amblyomma mixtum y Amblyomma americanum.

De las garrapatas colectadas de forma directa y mediante redes se obtuvo una
abundancia del 8.09% en Playon 2, 1.90% en Playon Reserva, 0% en Chajul
pantedn, 9.04% en Loma bonita “Gilberto”, 77.61% Lopez Mateos y un 3.33% en
Chaijul Agropecuario. Observando que en Lopez Mateos hay 37. 8% de vegetacion
con una mayor abundancia de garrapatas ya que es un sitio de potreros y de los 6
sitios es el que mayor cantidad de ratones y rumiantes tenia.

Los resultados sefalan que al menos en algunos organismos existe un patégeno
transmitido por garrapatas. Son positivos a Erlichia chaffeensis y Ehrlichia canis.

d. Conclusiones

Hasta ahora se ha encontrado que hay una mayor abundancia de garrapatas en las
zonas con vegetacion potrero-pastizal, ya que es mas factible la concentracion de
los organismos como la presencia de los huéspedes: humanos, roedores y
rumiantes. Una de las limitaciones de los ambientes conservados es el gran espacio
de heterogeneidad y los huéspedes tienden a distribuirse mas. Es importante alertar
a las poblaciones del aumento en abundancia de las garrapatas por los riesgos que
corren en la transmision de enfermedades.
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ABSTRACT

Ticks of the family Ixodidae are hematophagous ectoparasites that feed for long periods
of time. This characteristic makes them potential vectors of a great variety of pathogens,
representing a health risk.

The implementation of tick feeding and reproduction systems under controlled conditions
is key to their study. In cattle it is complicated to use free infestations in two- or three-host
tick species, since the small size of the immature stages complicates their handling,
collection and counting.

The objective of this work was to develop a capsule-based incubation and collection
protocol as a containment method for the multi-host tick Amblyomma mixtum, in a bovine
model, and its maintenance under laboratory conditions. For this, capsules were
developed using plastic jars that were perforated and covered with netting, allowing
transpiration.

The capsule and the health conditions of the animal were checked daily. Once the
collection was completed, the capsule was removed, and the bovine was evaluated. The
collected ticks were taken to the incubator with conditions of 27°C and a relative humidity
of 70%, for molting and oviposition. As part of the results, we were able to collect and
maintain each of the developmental stages of the tick in a period of 20 weeks. We had an
egg hatching percentage of 15% Regarding the subsequent molting: from larva to nymphal
stage, 70.7% of specimens were collected and finally a recovery of 87.7% from the
nymphal stage to the adult stage. The animals did not have skin affectation, nor did they
show health complications, and the entire development cycle of Amblyomma mixtum was
maintained on a single host.

Keywords: Ticks, Amblyoma mixtum, reproduction system, bovine.

INTRODUCCION

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 poblacion bovina del
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mundo (Polanco-Echeverry & Rios Osorio, 2016). Las cifras de prevalencia, incidencia y
mortalidad son muy variables, y dependen del agente etioldgico implicado, el vector y las
condiciones sociales que pueden facilitar o impedir su transmision (Estrada-Pefa, 2015).

Estos parasitos causan graves pérdidas econdmicas dentro de la ganaderia, ademas de
ser fuentes de enfermedades zoondticas 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 econdmica 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., 2016), sin embargo, el papel de A.
mixtum como vector de enfermedades y su erradicacibn 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, es gracias a ello que podemos tener una correcta
identificacion de la especie y su ciclo evolutivo, poder comparar 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 (Lopez V G, s.f.).

Por lo que es 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 incubacién y recoleccién 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, y el
posterior mantenimiento de estos parasitos en condiciones de laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Se trabajé 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.
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Para la preparacion de los parches de plastico se cortaron botes de plastico a una altura
de 4 cm considerando la tapa para posteriormente formar tubos de tela de algodon del
tamano de la circunferencia del bote.

A continuacion, se peg6 de al menos 2 cm evitando dejar espacios sin pegamento, para
evitar la salida de las garrapatas. Fue necesario dejar libres con una circunferencia de al
menos 5 cm de tela de algodén libre para adherirse al cuerpo del bovino. NOTA: Para
permitir la transpiracion y que las garrapatas no se vean afectadas por el exceso de
humedad, se perforo la tapa dejando la circunferencia, y se cubrio el agujero pegando tela
de red. Sin embargo, en la estacion seca en un clima con poca humedad, puede ser
deseable la humedad que acumule formando un microclima con condiciones favorables.
NOTA 2: Se colocaron 2 capsulas en cada uno de los bovinos.

Para la preparacion del bovino para la infestacién se rasur6 el area donde se coloco la
capsula utilizando una navaja de 1.5 mm. Se rasuroé la circunferencia donde se pego la
tela de la capsula utilizando una navaja de 2 mm, con el fin de asegurar que a adherencia
de la tela directamente a la piel. Posteriormente colocamos 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 rasuré en el paso anterior y se dejo secar de 45 a 60 segundos.

Se adhirio la capsula a la piel haciendo presion uniforme durante 180 s y evitando que se
formaran pliegues o espacios sin adherirse. Posteriormente se agrego una capa extra de
pegamento de latex no toxico para formar un recubrimiento adicional y sellar de manera
efectiva el borde de la capsula. Por cada bovino utilizado en el proyecto se identifico el
area donde fueron colocadas las capsulas.

Para la infestacion las garrapatas se colocaron en una jeringa sin punta cubierta por un
algodon. El tamano de la jeringa se definid segun el estadio, si se tratd de larvas, ninfas
(3 ml) o adultos (10 ml). Se colocaron 0.5 g de larvas de A. mixtum por jeringa, colocando
un total de 2 g por parche en cada bovino.

Se pesaron 0.5 g de huevos en cada jeringa lo que permitio la eclosion al estado larval
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 infestacidén. Teniendo como
referencia que en 1g de huevos de Amblyomma cajennense hay 16.000 huevos
(Meléndez et al., 2014), entonces se colocaron un estimado de 32,000 huevos por animal y
un total de 64,000 fueron usados para el experimento.

Posteriormente se empujo el émbolo al interior de la capsula asegurandose que ninguna
garrapata quede en la jeringa. El empuje se realizé de manera lenta y gentil para no
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lesionar a las garrapatas, se colocaron de arriba hacia abajo, esparciéndolas por toda la
superficie. Finalmente cerramos la capsula asegurandose que quedara completamente
sellada.

Para el monitoreo y la recoleccion de garrapatas se verificd diariamente que la capsula
estuviese completamente pegada. Enseguida se mantuvo el monitoreo diariamente las
condiciones del area de contencion, asi como las condiciones fisicas, conductuales y
neurolégicas del animal con el propdsito de detectar cualquier indicio de estrés o anomalia
para garantizar las condiciones Optimas de seguridad y bienestar animal.

Finalmente destapamos capsula y se colectaron las garrapatas que se lograron repletar,
cuidando siempre que las garrapatas que no se adhirieron no se saliesen de la capsula.
Las garrapatas semi repletas pueden tomarse de manera gentil con pinzas o
desprendiéndolas suavemente para evitar lesionar las piezas bucales.

Para la recuperacién del bovino, aplicamos en dias consecutivos, dos bafos
garrapaticidas para asegurar que ninguna garrapata permaneciera en el bovino. Posterior
a ello se tomo la capsula por las esquinas y se desprendié de manera gentil.

Una vez que se despeg6 la capsula y no hubo evidencia de garrapatas en el bovino, se
retiré del aislamiento y fue regresado a los corrales comunes luego de un ultimo bafno
garrapaticida. Se observo la piel del bovino en busca de lesiones o reacciones anormales
al adhesivo o a la infestacion.

Para el mantenimiento de las garrapatas en condiciones de laboratorio, las garrapatas
recolectadas fueron sometidas a un lavado donde se colocaron en un recipiente con
cloruro de benzalconio al 10% durante 180 s para retirar la suciedad del bovino y evitar el
crecimiento de hongos que puedan afectar su viabilidad durante la incubacion y
mantenimiento en laboratorio.

Posteriormente, fueron secadas con toallas de papel para evitar que se acumule humedad
durante la incubacion. Los ejemplares fueron esparcidos en una toalla de papel y
presionadas gentilmente hasta eliminar el exceso de agua. Finalmente, las garrapatas se
colocaron en jeringas (el tamafio de estas dependio del estadio de desarrollo) y fueron
llevadas a la incubadora, que mantuvo en 28 °C y con una humedad relativa de 80%, con
periodos de 12 h de luz.

Las garrapatas permanecieron en incubacion durante el periodo de muda o en su defecto
hasta la siguiente infestacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se logro completar todas las fases del ciclo de A. mixtum en un solo hospedero.
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Primera colecta: De los 64,000 huevos que fueron incubados hasta su eclosion, se
recolectaron 9612 larvas repletas. Es decir, obtuvimos una recuperacion del 15%.
Durante la fase de eclosion ambos parches mostraron resultados similares en la
recuperacion de larvas repletas.

Segunda colecta: Luego de la colecta de larvas repletas estas fueron llevadas a
incubacion durante 30 dias hasta finalizar su muda a ninfas. Las ninfas que completaron
su muda y resultaron viables fueron 9443, que fueron colocadas en jeringas y fueron
repartidas en los 4 parches. 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 formd6 una costra.

Se observé una muy pequefia cantidad de ninfas adheridas al animal, la mayoria estas
no completaron su replecion al finalizar la colecta en la segunda vaca. El numero de ninfas
repletas colectadas de esta vaca fue de 300 ejemplares. Por las razones anteriores fueron
descartados los datos de la vaca 2 y solamente se consideraron los datos de la vaca 1
para el analisis de resultados del ciclo completo.

El numero de ninfas repletas obtenido de la vaca 1 fue de: 3187 de las 4508 ninfas
colocadas, representando un porcentaje de recuperacion del 70.7 %, considerando el
100% al numero de ninfas colocadas.

Tercera colecta: Posterior a la colecta de ninfas repletas, estas fueron llevadas a
incubacion durante 28 dias hasta finalizar su muda al estadio adulto. Los animales no
tuvieron afectacion en la piel, ni mostraron complicaciones de salud al finalizar el ciclo de
infestaciones. Al finalizar la muda se obtuvieron 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. Esto representa un porcentaje de recuperacion del 87.7% durante esta fase,
considerando a los ejemplares colocados al inicio de la tercera infestacion como nuestro
100%.

CONCLUSIONES

La utilizacién de este método de colecta depende del objetivo de estudio que se requiera,
ya que existen metodologias estandarizadas para la vigilancia epidemioldgica y las
pruebas de ixodicidas (NOM-006-Z00-1993), las cuales requieren condiciones apegadas
a los comportamientos de infestaciones naturales para probar su eficacia, ademas de
requerir especificamente una mayor cantidad de hospedantes.

El objetivo de este trabajo fue 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 recoleccion de garrapatas y el posterior
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mantenimiento de estos parasitos en condiciones de laboratorio. Se demostré que este
meétodo de recoleccion por capsula es funcional, se logré completar el ciclo de vida de A.
mixtum en un solo hospedante, en un periodo de 20 semanas, se acepta la hipotesis y se
mostro la eficacia de la metodologia 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 indico anteriormente, el uso de este protocolo depende en gran
medida del propdsito del proyecto para el que se requiera utilizar, 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 esto, estos 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 permita estandarizar los resultados de colecta, sin embargo, los resultados aqui
presentados cumplieron con el propésito de la investigacion y aportaron nuevos datos que
pueden ser utilizados en estudios consecuentes sobre A. mixtum.
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RESUMEN

Los murciélagos, el segundo grupo de mamiferos mas diverso, desempefian
funciones vitales en los ecosistemas. Sin embargo, también son hospedadores de
ectoparasitos como garrapatas, pulgas, acaros y dipteros, que pueden influir
negativamente en su salud al transmitir patdgenos. En ambientes cavernicolas de
la Mixteca Oaxaquenfia, los estudios sobre ectoparasitos asociados a murciélagos
son escasos. Por ello, el objetivo de esta investigacion fue listar las especies de
ectoparasitos en murciélagos de una cueva de esta region, con el fin de contribuir
al conocimiento de su fauna parasitaria y las interacciones ecoldgicas entre
hospedadores y parasitos. El estudio se llevo a cabo en Santiago Apoala, Oaxaca,
donde se utilizaron redes de niebla para capturar murciélagos durante cuatro
noches. Los ectoparasitos se recolectaron con pinzas y fueron almacenados en
alcohol al 70% para su posterior identificacion bajo un microscopio estereoscépico.
Los ectoparasitos fueron comparados con publicaciones cientificas para su
identificacion. Se capturaron 99 murciélagos, con Dermanura azteca como la
especie mas abundante. En total, se recolectaron 332 ectoparasitos, siendo las
garrapatas del género Ornithodoros las menos comunes (4.2%). Se identificaron
184 moscas de la familia Streblidae y 127 acaros, siendo Periglischrus spp. el
género mas prevalente. Las hembras presentaron una mayor infestacion de
ectoparasitos que los machos. Estos resultados coinciden con investigaciones
previas que sugieren que las hembras invierten menos tiempo en el acicalamiento
debido a la reproduccion. Los hallazgos confirman la necesidad de estudios
continuos sobre ectoparasitos en murciélagos de Oaxaca, dado el riesgo potencial
de transmision de enfermedades zoonoéticas a humanos y ganado. Este trabajo
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resalta la importancia de conocer mejor las dinamicas parasitarias en ambientes
cavernicolas para mejorar las estrategias de salud publica y conservacion.
Palabras claves: acaros, pulgas, moscas, Chiroptera, Oaxaca.

ABSTRACT

Bats, the second most diverse group of mammals, play vital roles in ecosystems.
However, they also host ectoparasites such as ticks, fleas, mites, and dipterans,
which can negatively impact their health by transmitting pathogens. In the cave
environments of the Mixteca region of Oaxaca, studies on ectoparasites associated
with bats are scarce. Therefore, the objective of this research was to list the species
of ectoparasites found in bats from a cave in this region, aiming to contribute to the
knowledge of parasitic fauna and the ecological interactions between hosts and
parasites. The study was conducted in Santiago Apoala, Oaxaca, where mist nets
were used to capture bats over four nights. Ectoparasites were collected with
tweezers and stored in 70% alcohol for later identification under a stereoscopic
microscope. The ectoparasites were compared to scientific publications for
identification. A total of 99 bats were captured, with Dermanura azteca being the
most abundant species. In total, 332 ectoparasites were collected, with ticks of the
genus Ornithodoros being the least common (4.2%). A total of 184 flies from the
Streblidae family and 127 mites were identified, with Periglischrus spp. being the
most prevalent genus. Females exhibited a higher infestation rate of ectoparasites
than males. These results are consistent with previous studies suggesting that
females invest less time in grooming due to reproduction. The findings confirm the
need for ongoing studies on bat ectoparasites in Oaxaca, given the potential risk of
zoonotic disease transmission to humans and livestock. This work highlights the
importance of better understanding parasitic dynamics in cave environments to
improve public health and conservation strategies. Keywords: Mites, fleas, flies,
Chiroptera, Oaxaca.

INTRODUCCION

Los murciélagos, son el segundo orden de mamiferos mas biodiverso después de
los roedores, lo que se refleja en las funciones vitales que desempenan en los
ecosistemas donde viven (control de insectos, polinizacién, dispersidén de semillas,
entre otras; Kunz et al., 2011). Sin embargo, también pueden albergar una gran
variedad de ectoparasitos que pueden influir en su biologia, comportamiento y
salud. Por ejemplo, las garrapatas, pulgas, acaros y dipteros, son parasitos externos
que dependen de los murciélagos para completar su ciclo de vida, alimentandose
de su sangre, piel o fluidos corporales. Esta relacion parasitaria puede generar
impactos significativos, como la transmision de patdgenos, la reduccidon del éxito
reproductivo y el aumento de la mortalidad. Ademas, algunos ectoparasitos
presentan una alta especializacion hacia sus hospedadores, lo que refleja una
coevolucion estrecha entre el parasito y el murciélago (Dick & Patterson, 2007).

En México, los estudios sobre los ectoparasitos de murciélagos se han
incrementado en las ultimas décadas. Sin embargo, persisten vacios de
conocimiento en cuanto a su diversidad y ecologia, especialmente en ambientes
cavernicolas. Las cuevas ofrecen refugio a una gran cantidad de especies de
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murciélagos, lo que genera condiciones favorables para el desarrollo y persistencia
de comunidades de parasitos (Ramirez-Martinez & Tlapaya-Romero, 2023).
Ademas, se ha identificado a los murciélagos como importantes reservorios de
ectoparasitos que pueden ser transmisores de enfermedades de importancia en
salud publica (SSA, 2023). Por lo anterior, el publico en general tiene una percepcion
negativa sobre estos mamiferos. A o que se suma la errébnea suposicion que la
epidemia de COVID-19, guardaba relacion con los murciélagos, lo que ha propiciado
que en el estado sean perseguidos y exterminados.

En Oaxaca, se han reportado 94 especies de murciélagos pertenecientes a 54
géneros y seis familias, por lo que se considera uno de los estados mas biodiversos
de México (Garcia-Grajales et al., 2012). En la regién Mixteca de Oaxaca, existen
numerosas cuevas que sirven como habitat para diversas especies de murciélagos,
pero pocos estudios han documentado las especies de garrapatas y otros
ectoparasitos asociadas a ellos. Estudios previos en otras regiones, han revelado
una alta diversidad de ectoparasitos en murciélagos asociados a cuevas, lo que
destaca la importancia de explorar estos ecosistemas para comprender mejor las
dinamicas parasitarias (Guerrero Arenas et al., 2017).

Por todo lo anterior, la presente investigacion tiene como obijetivo listar las especies
de garrapatas y otros ectoparasitos obtenidos de especies de murciélagos
asociados a una cueva de la Mixteca Oaxaquena. Con esto, se busca contribuir al
conocimiento de la fauna parasitaria en esta region y a su relacién con los
murciélagos cavernicolas, con el fin de mejorar el entendimiento de las
interacciones ecolégicas entre hospedadores y parasitos en ambientes
subterraneos.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras se obtuvieron de una cueva del municipio de Santiago Apoala,
ubicada al noroeste de la Mixteca alta de Oaxaca. El periodo de trabajo fue de
febrero a abril del 2023. Se colocaron dos redes de niebla de 3x12m abiertas
durante 8 horas (18:00h a 2:00h), cerca de la entrada de la cueva durante cuatro
noches. Esto dio como resultado 864 m/red de esfuerzo de muestreo. La revision
de las redes se realizé cada 20 minutos. Una vez capturados los individuos se
procedié a la identificacion de la especie del murciélago, se tomaron datos
morfométricos de cada ejemplar y se le asigné un numero progresivo de acuerdo al
orden de captura. Posteriormente, se procedio a la obtencién de ectoparasitos con
una pinza de punta fina, a partir de la revision de las alas, cabeza, orejas y cuerpo.
Los ectoparasitos fueron depositados en alcohol al 70% en tubos eppendorf
numerados (con lapiz y una etiqueta de papel albanene) con el numero de
murciélago del que se obtuvo la muestra (uno por cada murciélago revisado). Las
muestras se depositaron y fueron mantenidas en congelacion hasta su
procesamiento, en un congelador de la marca Torrey, modelo CHTC9, a -20° C. El
procesamiento de los ectoparasitos para su identificacion se realizé con la ayuda de
un microscopio estereoscopico de la marca Leica, modelo EZ4. Se utilizaron lentes
de 8x y 35x, para obtener imagenes de alta resolucion y poder observar
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caracteristicas diagndsticas en la identificacion de géneros y especies de
ectoparasitos. La identificacion se realiz6 por comparacion con publicaciones en
revistas cientificas existentes en bases de datos como Redalyc® Red
(https://www.redalyc.org/), Research  Gate (https://www.researchgate.net),
SciELO.org (https://scielo.org/es/), Oxford Academic (https://academic.oup.com/),

BioOne (https://bioone.org), Revista Mexicana de Biodiversidad
(https://revista.ib.unam.mx/), Elsevier (https://www.elsevier.es). C.
RESULTADOS Y DISCUSION

Se capturaron un total de 99 murciélagos, 61 hembras y 38 machos. La especie
Dermanura azteca fue la mas abundante con el 55.5 % del total, le siguié Anoura
geoffroyi con 19.2 %. Las especies con menos capturas fueron Eptesicus fuscus 'y
Myotis occultus con 3.0% y 1.0%, respectivamente. En cuanto a ectoparasitos, se
encontré que del total colectado (332), las garrapatas solo representaron el 4.2%
(14 individuos) del total, todas pertenecientes a Ornithodoros spp., y fueron
localizadas en el cuerpo de cuatro especies de murciélagos (Dermanura azteca, un
ejemplar; Desmodus rotundus, dos; Eptesicus fuscus, cinco y Tadarida brasiliensis,
seis). En muchas regiones de México, (especialmente areas rurales) los
murciélagos y el ganado coexisten en ambientes compartidos, debido a que estos
pueden habitar en cuevas, establos o estructuras cercanas al ganado. Lo anterior
puede permitir que las garrapatas pasen de un hospedador a otro y aumentar asi el
riesgo de transmisidn de enfermedades. Las garrapatas son conocidas por su
capacidad de actuar como vectores de diversas enfermedades zoondticas, tanto
virales como bacterianas. Ornithodoros spp. por su alimentacion hematdfaga y su
movilidad entre diferentes hospedadores (murciélagos, ganado y aves) plantea un
riesgo potencial. Por ejemplo, puede actuar como vector de bacterias del género
Rickettsia y Borrelia o virus que afectan tanto a los murciélagos como a los animales
domeésticos, y en algunos casos, incluso a los humanos (Hassan et al., 2019).

Para el resto de ectoparasitos, se registraron 184 moscas (Familia Streblidae) en
total (156 de Trichobius spp. y 28 de Strebla wiedemanni) en los murciélagos Anoura
geoffroyi (23 Trichobius spp.y 18 S. wiedemanni), Dermanura azteca (56 Trichobius
spp. Y seis S. wiedemanni), Desmodus rotundus (69 Trichobius spp. y cuatro S.
wiedemanni) y Pteronotus parnellii (18 Trichobius spp.). En el caso de los acaros
(Supraorden Acariformes), se observaron 127 individuos, 100 Periglischrus spp., 12
Macronyssoides spp., ocho Trombiculidae spp. y siete Ornithonysus spp., en dos
especies de murciélagos, Eptesicus fuscus (tres Spinturnicidae y siete
Trombiculidae spp.) y Tadarida brasiliensis. Por otro lado, se encontraron seis
individuos de pulgas, que se presumen pueden pertenecer a Hectopsylla spp. y que
se obtuvieron del cuerpo de Dermanura azteca (dos) y Pteronotus parnellii (cuatro).
En el caso de Myotis occultus, se observé la presencia de una mosca, Nycteribiidae
sp. Se tuvo una mayor presencia de ectoparasitos con respecto al sexo del
hospedero en las hembras, que representaron un 66.6% (221) del total. Esto
significdé en promedio, 3.62 ectoparasitos por hembra y para los machos un
promedio de 2.9. Aunque la diferencia entre ambos promedios es menor a un
individuo de ectoparasito por murciélago, este hallazgo es consistente con lo
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obtenido por otras investigaciones. Czenze & Broders (2011) mencionan que, las
hembras invierten menor tiempo y energia para el acicalamiento y aseo individual
que los machos, debido a que ellas dedican mas tiempo al cuidado de las crias y
obtencion de alimento para la gestacidn. Por especie de murciélago, se obtuvo que
Dermanura azteca presentd el mayor numero de ectoparasitos con el 57.1% (172)
del total, lo que corresponde a un promedio por individuo de 9 ectoparasitos, por lo
que es la especie con mayor numero promedio de ectoparasitos por individuo. Los
ectoparasitos antes descritos, estan ampliamente distribuidos en regiones de
México y del mundo. En los estudios de Vargas (1984), se identifico la presencia de
garrapatas del género Ornithodoros spp., en murciélagos de Costa Rica, sin
embargo, no eran los unicos ectoparasitos que afectaba a los individuos. y Cuxim-
Koyoc (2018) evidenciaron la presencia de moscas de los géneros Trichobius spp.
y Streblidae spp. en murciélagos de México. Por su parte, Xicoténcatl (2019),
determind una parasitosis mixta en individuos de las costas de Oaxaca. En este
ultimo caso, ademas de la identificacion de moscas Spinturnicidae, se observaron
acaros del género Periglischrus spp. que afectaron a los murciélagos. Mas
recientemente, Leiva et al. (2021) describieron acaros hematéfagos obligados de la
familia Macronyssidae, los cuales afectan individuos en Brasil.

CONCLUSIONES

Los hallazgos de los ectoparasitos presentes en este estudio, coinciden con los
publicados en la literatura existente. Sin embargo, es necesario continuar con los
trabajos al respecto, debido a que el estado carece de listados precisos sobre las
especies de garrapatas y otros ectoparasitos que se asocian a murciélagos. Esto
puede significar un riesgo de transmision de patdogenos a humanos y especies
domésticas de interés comercial.
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ABSTRACT

Ticks are ectoparasites with a broad vectorial capacity for transmitting pathogens
that affect humans, domestic animals, and wildlife. Ecological niche models (ENM)
and species distribution models (SDM) have been implemented to study their
epidemiology and geographic distribution. These methodologies have gained
relevance in the field of study; however, given that it is an area of growing progress,
it is necessary to review methodological details in published studies to identify
improvements. The objective of this work is to identify the sources and amount of
information about the number of presence records that have been used in the
development of ENM and SDM to study tick species and TBPs. We conducted a
bibliographic search in the Web of Science database using keywords related to ENM
and SDM in ticks and tick-borne pathogens (TBPs) and applied a methodology for
filtering. The final selection included a total of 158 publications from the period from
1997 to May 2024. Scientific literature, field surveys and pathogen identification, free
online databases, and institutional databases are the primary sources of geographic
occurrences for tick species and TBPs. More attention is needed to indicate whether
the presence records are retrieved from the parasitic or non-parasitic stage of ticks.
VectorMap is the leading online database specialized in vectors, including ticks.
There is no database similar to VectorMap that focuses on TBPs. Pathogen
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presence data must be applied with adequate biological knowledge. Although there
are various sources for obtaining geographic occurrences, it is necessary to
generate the compilation and to provide access to already existing georeferenced
data, as well as to contribute additional information to complement existing
databases to ensure the quality of geographic presence occurrences. Data for TBPs
are limited, making it essential to promote efforts in pathogen identification and the
creation of global record databases.

Keywords: missing data, models, presence records, spatial bias, ticks

INTRODUCCION

Los modelos de nicho ecolégico (MNE) y de distribucion de especies (MDE) son
metodologias que han sido empleadas para abordar preguntas y problemas
primordialmente desde la biogeografia, conservacion y ecologia. Estos modelos han
sido aplicados en el campo de la epidemiologia espacial para el estudio de
enfermedades para determinar las condiciones ambientales asociadas a su
presencia e identificar las regiones geograficas susceptibles de su establecimiento,
respectivamente (Peterson, 2014). Los MNE modelan espacios abstractos que
representan las condiciones ambientales necesarias para la viabilidad de las
poblaciones de una especie, mientras que los MDE son proyecciones de los MNE
en el espacio geografico y usualmente son interpretados como la distribucion
potencial de una especie o el taxon de estudio (Peterson y Soberon, 2012). Una
mejor interpretacion de estos modelos correlativos se basa en la interpretacion del
diagrama BAM propuesto por Soberon y Peterson (2005), que consiste en evaluar
la forma en que las condiciones bidticas (B), abidticas (A) y de dispersion o
accesibilidad (M) afectan la distribucion de las especies. Usualmente, estos son
modelos correlativos que carecen de hipdtesis explicitas o mecanismos
subyacentes a las distribuciones de las especies, ya que se basan en la relacion
entre los registros geograficos de presencia de las especies con datos de factores
abidticos de variables relacionadas con las condiciones ambientales como el clima
y la topografia, entre otras (Soberdn y Peterson, 2005). No obstante, la utilidad de
dichos modelos para la toma de decision y manejo en campo en el area de la eco-
epidemiologia, su calidad en términos generales de desempefio estadistico, asi
como la que conlleva a su utilidad para responder preguntas y problemas
zoosanitarios, recae en la informacion de la cantidad y precision de los registros de
presencias con que se calibran y evaluan (Cobos y Peterson et al., 2022).

Las garrapatas son parasitos poiquilotermos, lo que implica que sus procesos
bioldgicos y periodos de incubacién de los patégenos que transmiten (TBPs, por sus
siglas en inglés) dependen directamente de las condiciones climaticas (Randolph,
2004). En este sentido, su ecologia se asocia a las condiciones climaticas, las
caracteristicas del habitat (vegetacion) y la presencia de hospederos (Pfaffle et al.,
2013). Debido a esta interdependencia entre los factores de los registros de
presencia y las caracteristicas del ambiente, la eco-epidemiologia de garrapatas y
los patdégenos que transmiten presentan un amplio potencial en aprovechar el uso
y desarrollado de modelos predictivos que faciliten mapear los sitios de idoneidad
ambiental que permitan su potencial expansion geografica (Estrada-Pefa, 2008;
Lippi et al., 2021). A pesar de su creciente uso, es necesario hacer una sintesis de
los estudios que hasta la fecha han incursionado en el uso de MNE y de MDE para
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revisar los detalles metodolégicos que se han empleado, y con ello poder evidenciar
la calidad de la informacion geografica y ambiental que se utiliza en su desarrollo.

El objetivo de este trabajo es identificar las fuentes de los registros de presencia
geografica que se han empleado en el desarrollo de MNE y MDE para estudiar las
especies de garrapatas y TBPs. Con ello pretendemos clasificar las fuentes que se
emplean, y en donde existe una mayor cantidad de informacion, asi como también
conocer areas de oportunidad para mejorar la disponibilidad y la calidad de los
registros disponibles en el desarrollo de los futuros trabajos en este campo de
estudio.

MATERIALES Y METODOS

Para identificar y recuperar los estudios que han utilizado MNE y MDE en garrapatas
y TBPs, se realiz6 una consulta bibliografica en la base de datos Web of Science©
con las palabras clave y operadores booleanos: ((“tick”) AND (“ticks” OR “tick-borne
disease™ OR “tick-borne disease spread™ OR ‘“ticks prediction*” OR “tick-borne
disease prediction”) AND (“Model distribution”) AND (“ecolog* niche model*” OR
‘niche model*™ OR “distribution model*” OR “specie* distribution model* OR
“‘potential distribution model* OR “envelope model* OR “predicti* model*” OR
“bioclim* model*” OR “geographic prediction” OR “habitat suitab* model*” OR
“climat* niche model*” OR “clim* distribution model*” OR “climat* suitab* model*” OR
‘ecolo* suitab* OR “dynamic* distribution” OR “map* risk model* OR “map*
distribution®” OR “geograph* distribution” OR “spatial distribution model*” OR
“*spatial analysis” OR “current distribution model*” OR “future distribution model*”)).

La consulta incluyo estudios reportados hasta mayo de 2024. Se seleccionaron las
publicaciones que hicieran referencia a especies de garrapatas y/o patégenos que
transmiten, y las enfermedades que causan. Se descartaron revisiones, y solo se
incluyeron articulos de investigacion. Se reviso el resumen y la metodologia, y se
descartaron las publicaciones que no describieran una metodologia clara y que no
incluyeran algun analisis de modelaje de nicho y distribucion geografica.

Para recuperar la informacion de interés de este campo de estudio utilizamos un
cuestionario de preguntas disefiado en Google forms© en donde se depositd la
informacion de las diferentes fuentes que se emplean para obtener los registros
geograficos de presencia de garrapatas y TBPs.

RESULTADOS Y DISCUSION

Utilizando los criterios de elegibilidad establecidos, se identificaron un total de 158
publicaciones que van desde el afio 1997 a 2024, donde el mayor numero de
estudios se publicé durante el periodo 2022-2024. Esto indica un aumento en la
utilizacién de registros geograficos de presencias de garrapatas y TBPs para el
desarrollo de MNE y MDE, los cual se debe principalmente al esfuerzo por estudiar
estos sistemas bajo escenarios de cambio climatico (Weber et al., 2023)
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Las principales fuentes de registros de presencia geografica de las especies de
garrapatas en orden de magnitud de numero de registros, se encuentran la literatura
cientifica, muestreos de campo, bases de datos libres en la web, y bases de datos
locales institucionales.

Los estudios integran registros geograficos de diferentes fuentes en el desarrollo de
los MNE y MDE. De los registros que se obtienen mediante muestreo o colecta in
situ del area geografica de interés a estudiar no se realizan con la misma frecuencia
para todas las especies de garrapatas. Es importante destacar que en estos trabajos
detallan el uso de registros de un muestreo activo (fase no parasitica), y un
muestreo pasivo (fase parasitica), lo cual tanto tedrica como empiricamente permite
distinguir mejor la fase del ciclo de vida en que se detecta el vector y sus agentes
patogénicos asociados (Cobos y Peterson, 2022). Se observa que una importante
deficiencia en la informacién de los registros de presencia que se obtienen a partir
de las bases de datos es la carencia de este tipo de informacion, por lo que debe
estimularse a los autores y grupos de trabajo o consorcios que trabajen en estas
cuestiones zoosanitarias a que aporten dicha informacién cuando se cuente con
ella, o bien se haga un esfuerzo mayor para conseguirla.

Las principales bases de datos de acceso libre en la Internet son la Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, https://www.gbif.org/), VectorMap
(https://vectormap.si.edu/), Bison(https://www.gbif.us/#api), Geoparasite
(https://www.geo-parasite.org/), y Species Link (https://specieslink.net/). De este
grupo, VectorMap es la unica base de datos global especializada en vectores de
patogenos y contiene alrededor de un millén de registros geograficos de presencia
en los que incluyen especies de garrapatas de interés médico y veterinario (Lippi et
al., 2023).

Son pocos los estudios que utilizan registros de bases de datos locales
institucionales, lo cual puede deberse a que no son de facil acceso o bien su grado
y nivel de curacion es aun demeritorio. Es posible que esto limite el enriquecer la
cantidad de registros geograficos disponibles, sobre todo en las especies que se
han monitoreado geograficamente de manera historica. Permitir el acceso a esta
informacion representa una necesidad urgente para procurar un avance importante
en el desarrollo de las predicciones y pruebas de hipdtesis que se deriven a partir
de la implementacién de MNE y MDE.

En relacion con los TBPs, se utilizan tres fuentes de informacion, en orden de
magnitud son; muestreos de campo para la colecta de garrapatas y la identificacion
posterior de los patdogenos mediante métodos moleculares , la busqueda de
registros en la literatura cientifica y datos que se obtienen a partir de bases de datos
de instituciones de salud provenientes de pacientes diagnosticados positivos a las
enfermedades |dentificamos que no existe a la fecha una base de datos de libre
consulta similar a GBIF o VectorMap en la que se puedan descargar registros de
presencia de patogenos transmitidos por garrapatas, a diferencia de las que se
disponen para los vectores (Lippi et al., 2023). Esta debe ser una de las razones por
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las que el desarrollo de MNE y MDE en donde se consideré la interaccion de las
garrapatas y los patdgenos que transmite este limitado.

Desde el punto de vista epidemioldgico la inclusion de registros de presencia
provenientes a partir del diagnostico en el hospedero no debe utilizarse sin antes
conocer bien la historia clinica. Registros que se obtienen a partir del diagndstico en
DNA o serologia nos pueden dar informacion diferente (Martinez-Garcia et al.,
2021), ya que no se tiene la certeza de que los hospederos diagnosticados positivos
hayan sido infectados en el sitio donde se colecté la muestra. Esto podria
proporcionar sesgos geograficos en la estimacion del nicho ecolégico y la
distribucion geografica.

CONCLUSIONES

Los registros geograficos de presencia son un elemento fundamental para el
desarrollo de MNE y MDE; sin embargo, la colecta geografica, el procesamiento de
los datos y su utilizacion debe ser muy cuidadosa, para procurar utilizar registros
geograficos de presencia con una buena calidad tanto en su precision espacial y
temporal como en la taxonomica (Ribeiro et al., 2019). Se identificaron diferentes
fuentes de registros geograficos de garrapatas y TBPs; sin embargo, hace falta un
mayor esfuerzo de compilacion de informacidén y muestreo para los registros de los
TBPs identificadas en las especies de garrapatas vectores. Es necesario que las
instituciones de salud o de vigilancia epidemiolégica de los diferentes paises pongan
a disposicion de la comunidad cientifica los registros de presencia geografico para
fines de investigacion, y de esta manera poder abordar mas preguntas bajo las
metodologias como el MNE y MDE a manera de facilitar las estimaciones de las
afinidades ecoldgicas y ambientales de estas especies de alta importancia para el
manejo y cuidado del ganado y la salud humana. Se debe promover la generacién
de una base de datos de TBPs en la Internet con caracteristicas similares a
VectorMap, asi como también generar bases de datos locales detalladas con fines
de uso multidisciplinario. Asimismo, es necesario que los estudios reporten los
registros que han utilizado y que se promueva la inclusién de nuevos registros de
presencia para complementar el estudio biogeografico y ecologico de las garrapatas
y TBPs.
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