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Conocimientos y Actitudes de Veterinarios sobre Garrapatas y Enfermedades 
Asociadas en M®rida, Yucat§n 

Knowledge and Attitudes of Veterinarians about Ticks and Associated Diseases in 

Merida, Yucatan 

Bibiana Aguilar Fuentes, Karla Alejandra Arroyo Sol²s, Edgar Villarreal Jim®nez, Fernando 

Puerto Manzano, Henry Noh Pech, Karla Rossanet Dzul Rosado*   

Centro de Investigaciones Regionales, Dr. Hideyo Noguchi, Universidad Aut·noma de 

Yucat§n 

*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 M®rida, Yucat§n, regarding ticks and 

tick-borne diseases.                                                

Methodology: The study included 90 veterinary professionals from M®rida, Yucat§n, 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 bacteriumôs 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 M®rida 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 M®rida, 

Yucat§n. 

 Keywords: Veterinarian, Rickettsia, Ticks, M®rida, Tick-borne diseases 
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INTRODUCCIčN 
Las garrapatas son ectopar§sitos hemat·fagos obligados. Durante su alimentaci·n pueden 

transmitir pat·genos (bacterias, par§sitos y virus) a seres humanos y animales. En los 

¼ltimos a¶os se ha observado un aumento considerable de enfermedades transmitidas por 

garrapatas y se ha relacionado con la expansi·n 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 exposici·n ocupacional [3-4]. 

Las garrapatas transmiten pat·genos mediante su proceso de alimentaci·n, generalmente 

durante 3-5 d²as tras adherirse a la piel [5], siendo las ninfas y hembras adultas 

principalmente. Con el cambio clim§tico, se espera que la propagaci·n de estas 

enfermedades se extienda a nuevas §reas [6]. Sin embargo, en Yucat§n, la falta de 

vigilancia estandarizada de las enfermedades transmitidas por garrapatas genera 

incertidumbre entre la poblaci·n vulnerable, dificultando la prevenci·n y tratamiento de 

estas enfermedades. 

Tener mascotas aumenta el riesgo de contacto con garrapatas, ya que tanto los animales 

de compa¶²a 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 atenci·n de los animales, sino tambi®n en informar a los due¶os de mascotas 

sobre los riesgos para la salud p¼blica. 

Las garrapatas y los pat·genos que transmiten representan un problema significativo para 

la salud animal y, en algunos casos, para la salud p¼blica. En zonas tropicales como 

M®rida, Yucat§n, donde las condiciones clim§ticas favorecen la proliferaci·n de estos 

par§sitos, el conocimiento y las actitudes de los veterinarios son clave para el manejo 

adecuado de este riesgo. Este estudio explora el nivel de comprensi·n y las pr§cticas 

adoptadas por los profesionales veterinarios en relaci·n con las garrapatas y las 

enfermedades asociadas, con el objetivo de identificar §reas de mejora en la prevenci·n, 

diagn·stico y tratamiento. Una mejor capacitaci·n y sensibilizaci·n de estos profesionales 

es esencial para reducir el impacto de las enfermedades transmitidas por garrapatas en la 

regi·n. 

MATERIALES Y M£TODOS 
El dise¶o del presente estudio es observacional descriptivo y transversal.   

Poblaci·n y muestra. 17 cl²nicas veterinarias en M®rida, Yucat§n de las cuales 

participaron 90 profesionales veterinarios de M®rida, Yucat§n. 

 

Reclutamiento de participantes. Se utiliz· una lista de cl²nicas veterinarias en M®rida de 

fecha y procedencia desconocidas para inicializar una lista de reclutamiento de posibles 

participantes. Dado que se descubri· que muchas de estas cl²nicas estaban cerradas 

permanentemente, se realiz· una b¼squeda en Google de ñ[condado] Y cl²nica veterinariaò 
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para todos los condados potenciales y todas las cl²nicas identificadas se agregaron a la 

lista. Se contact· a todas las cl²nicas de la lista combinada ubicadas en el centro o sur de 

M®rida. La l²nea fronteriza que delimita las regiones de Illinois se estableci· bas§ndose en 

el programa de divisiones clim§ticas de M®rida para la congruencia de la comparaci·n 

Desarrollo de cuestionarios. La encuesta fue desarrollada mediante un software de 

encuestas gratuito proporcionado por Google, ñgoogle formsò. Dicha encuesta fue dise¶ada 

a modo de que fuera compatible con todos los dispositivos m·viles, posteriormente la 

encuesta fue proporcionada a los participantes por medio de un link.  

La encuesta const· de 21 preguntas abiertas y de opci·n m¼ltiple propias, divididas en 

cuatro dominios: demograf²a, conocimientos, actitudes y pr§cticas. Las preguntas basadas 

en estos conceptos se presentaron en este orden y se agruparon por dominio. 

An§lisis de datos. Los datos obtenidos fueron pre-procesados antes de su an§lisis ya que 

algunas preguntas eran abiertas y por tal motivo deb²an ser homog®neos para evitar 

confusiones en el an§lisis. Asimismo, el an§lisis de datos se realiz· en el programa Excel 

y todas las variables categ·ricas fueron descritas por frecuencia y porcentajes. 

RESULTADOS 
Se contact· a responsables de 17 cl²nicas veterinarias en M®rida, Yucat§n por correo 

electr·nico. 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 mayor²a de los participantes ten²a una edad entre los 31-45 a¶os (32.2%) o 25-30 a¶os 

(31.1%). As² mismo la mayor²a de los encuestados eran veterinarios (64.4%). El 62.2% 

trabajaba m§s de 40 horas semanales, y el 34.4% atend²a m§s de 26 perros 

semanalmente, mientras que el 30% atend²a 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) mencion· tener conocimiento 

sobre qu® es la rickettsias. De igual forma el 60% (54/90) identific· correctamente el 

mecanismo de transmisi·n de enfermedades causadas por garrapatas y el 72.2% (65/90) 

identific· las sintomatolog²as principales que estas enfermedades provocan. 

Respecto a las actitudes, el 82.2% (74/90) mencion· haber sido mordido por una garrapata, 

y el 51.1% (46/90) retir· la garrapata inmediatamente despu®s de su detecci·n. Adem§s, 

el 87.8% (79/90) mencion· realizar limpieza en sus instalaciones con la finalidad de reducir 

el riesgo de infestaciones por garrapatas. 

En cuanto a las pr§cticas, el 64.4% (58/90) mencion· el uso de cloro para limpiar las 

superficies e instalaciones de las cl²nicas, mientras que el 71.1% (64/90) mencion· que 

sigue protocolos de fumigaci·n. El 58.9% (53/90) usa equipo de protecci·n personal al 

manejar animales, y el 95.6% (86/90) promueve el uso de sustancias o dispositivos 

antiparasitarios en los animales que atienden. 



6 
 

DISCUSIčN 
Los resultados de la encuesta a profesionales veterinarios en M®rida, Yucat§n, revelan 

que, aunque la mayor²a tiene conocimientos sobre garrapatas y las enfermedades 

asociadas, existen notables variaciones en la comprensi·n y la aplicaci·n de protocolos. 

Un aspecto preocupante es que el 28.9% (26/90) de los encuestados desconocen en qu® 

partes de M®xico se presentan estas enfermedades, lo cual es cr²tico dado que las zonas 

tropicales son particularmente propensas a brotes. 

Respecto a las pr§cticas de fumigaci·n, el 33.3% de los encuestados realiza este protocolo 

cada 1-5 meses, pero un 31.1% no respondi· a la pregunta, lo que sugiere que algunos 

profesionales no siguen procedimientos preventivos adecuados. Asimismo, el 38.9% 

(35/90) mencion· no utilizar materiales de protecci·n al manipular animales, lo que plantea 

serias preocupaciones sobre la higiene y la seguridad, ya que la falta de protecci·n puede 

facilitar la transmisi·n de enfermedades zoon·ticas. 

En cuanto a los m®todos de diagn·stico, el 45.6% (41/90) de los encuestados mencion· la 

PCR como la prueba m§s com¼n para detectar enfermedades transmitidas por garrapatas, 

mientras que solo un 3.3% (3/90) mencion· 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 capacitaci·n en diagn·stico veterinario. 

CONCLUSIčN 
Los resultados obtenidos muestran que los veterinarios en M®rida, Yucat§n, tienen un nivel 

considerable de conocimiento sobre las garrapatas y las enfermedades asociadas, con 

m§s de la mitad de los encuestados identificando correctamente los pat·genos que 

transmiten estos ectopar§sitos y sus mecanismos de transmisi·n. Adem§s, el alto 

porcentaje de profesionales que reconoce las principales sintomatolog²as destaca su 

preparaci·n te·rica. Sin embargo, las actitudes y pr§cticas var²an, ya que aunque la 

mayor²a ha sido mordida por una garrapata, solo la mitad retira al par§sito de inmediato. 

En cuanto a las pr§cticas preventivas, una mayor²a significativa sigue protocolos de 

limpieza y fumigaci·n, 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 

prevenci·n de infestaciones, pero tambi®n se¶alan §reas donde se pueden reforzar las 

pr§cticas para minimizar riesgos. 
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BmVDAC SE UNE AL PLASMINčGENO IN SILICO E IN VITRO Y LA UNIčN 
POTENCIALIZA LA ACTIVACIčN DEL PLASMINčGENO. 

BmVDAC BINDS PLASMINOGEN IN SILICO AND IN VITRO AND THE BINDING 

ENHANCES PLASMINOGEN ACTIVATION. 

Mariana Amaro Ibarra*, Minerva Camacho Nuez*, Elizabeth J. Casta¶eda Ortiz*, Marcos 

Morales Reyna*, Juan J. Mosqueda Gualito**, Mar²a E. Ćlvarez Sanchez*. 

*Universidad Aut·noma de la Ciudad de M®xico 

**Universidad Aut·noma de Quer®taro 

Correo electr·nico: 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. 

 

INTRODUCCIčN  
Las garrapatas son par§sitos artr·podos hemat·fagos presentes en regiones tropicales y 

subtropicales de todo el mundo (McCoy et al., 2013) y son el segundo vector despu®s de 

los mosquitos (De La Fuente et al., 2008), que transmiten la mayor cantidad de pat·genos 

a humanos y animales. En M®xico, las infestaciones por Rhipicephalus microplus 

representan una amenaza importante para la industria ganadera a nivel mundial. Este 

par§sito puede da¶ar al ganado directamente por sus picaduras en casos severos. 

infestaciones e indirectamente mediante la transmisi·n de m¼ltiples pat·genos.  

M®xico cuenta con un clima adecuado para el ·ptimo desarrollo y finalizaci·n del ciclo de 

vida de esta garrapata, por esta raz·n, la industria ganadera enfrenta un complejo desaf²o 

en el control de las infestaciones de garrapatas y los pat·genos que ®stas transmiten.  

mailto:mariana.amaro96@gmail.com
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Se estima que m§s de 24 millones de cabezas de ganado corren el riesgo de sufrir una 

infestaci·n por garrapatas en este pa²s, causando p®rdidas econ·micas directamente 

relacionadas con las garrapatas de m§s de 500 millones de d·lares anuales en carne, 

leche, cuero y reproducci·n de ganado (Rodr²guez-Vivas et al., 2017). 

Para poder controlar m¼ltiples especies y cepas de garrapatas, es necesario desarrollar 

una nueva vacuna contra las garrapatas. Para ser considerada una vacuna candidata 

viable, una prote²na debe cumplir los siguientes criterios: m¼ltiples especies de garrapatas 

deben codificar un hom·logo altamente conservado, debe ser inmunog®nica y debe 

bloquear el ciclo de vida tanto de las garrapatas como de los pat·genos transmitidos por 

garrapatas (de la Fuente y Merino, 2013).  

El canal ani·nico dependiente de voltaje de R. microplus (BmVDAC) se ha probado como 

ant²geno para una vacuna contra las garrapatas. Los ensayos de vacunaci·n tuvieron 

resultados prometedores, mostrando una eficacia general que oscil· entre el 34% y el 82% 

en bovinos infectados y no infectados con B. bigemina, respectivamente (Ortega-S§nchez 

et al., 2020). Las prote²nas VDAC desempe¶an un papel importante en el metabolismo 

mitocondrial al regular el transporte de iones como Ca+2 y Mg+2 y mol®culas peque¶as 

como ADP, ATP y citocromo-C; tambi®n puede regular la v²a intr²nseca de la apoptosis ya 

sea oligomerizando y liberando el citocromo-C del espacio intermembrana o bloqueando 

el tr§fico de esta mol®cula (Shoshan-Barmatz et al., 2017, 2010). 

Adicionalmente VDAC tiene funciones importantes en pat·genos apicomplexos; en 

Plasmodium spp. VDAC est§ regulado positivamente en los eritrocitos infectados y se 

relocaliza en la membrana celular (Bouyer et al., 2011); de manera similar, BmVDAC est§ 

regulado positivamente en las c®lulas del intestino medio de las garrapatas y se reubica en 

grupos durante la infecci·n por B. bigemina (Rodr²guez-Hern§ndez, et al., 2015). Es bien 

sabido que los par§sitos intracelulares necesitan traspasar la matriz extracelular para 

invadir sus c®lulas hu®sped, y se ha demostrado que para ello la activaci·n del 

plasmin·geno del hu®sped es un paso crucial.  

VDAC-1 ha sido propuesto como un ligando del dominio kringle-5 del plasmin·geno 

humano (Liang y Bian, 2016), de ah² nuestro inter®s en estudiar si BmVDAC podr²a unirse 

al plasmin·geno (Pg) y si esta uni·n podr²a mejorar su activaci·n. Los resultados nos 

ayudar§n a comprender mejor la funci·n de BmVDAC durante la infecci·n garrapatas por 

B. bigemina. 

 

MATERIALES Y M£TODOS  

DOCKING PROTEĉNA-PROTEĉNA 
Actualmente, no existe ninguna estructura cristalogr§fica publicada para el canal ani·nico 

dependiente del voltaje (BmVDAC) de R. microplus. La secuencia de amino§cidos de 

BmVDAC (GU994210) se us· para generar un modelo 3D basado en homolog²a con 

SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018), utilizando la estructura cristalina del canal 

ani·nico dependiente del voltaje 2 del pez cebra (PDB: 4BUM) como referencia, as² mismo 



10 
 

se us· la secuencia de amino§cidos del plasmin·geno humano (HPlg) (NP_000292.1) para 

generar un modelo 3D basado en homolog²a usando el plasmin·geno de Pongo abelii 

(PDB: Q5R8X6.1.A) como referencia, la estructura resultante fue utilizado como ligando 

para ensayos de acoplamiento molecular y se seleccion· el dominio Kringle 5 (K5HPlg) 

para la interacci·n prote²na-prote²na. Se utiliz· como receptor la estructura basada en 

homolog²a BmVDAC. 

Ambas prote²nas se prepararon para la interacci·n prote²na-prote²na utilizando el software 

UCSF ChimeraX (Pettersen et al., 2004), eliminando las mol®culas 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 aplicaci·n PyMOL para 

observar las interacciones entre ambas prote²nas. Adem§s, 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 interacci·n prote²na-prote²na. 

INDUCCIčN, EXPRESIčN Y PURIFICACIčN DE BMVDAC RECOMBINANTE 
(RBMVDAC) 
Se utiliz· una construcci·n pColdI/BmVDAC previamente reportada para inducir y purificar 

la prote²na recombinante BmVDAC (rBmVDAC) como publicamos anteriormente 

(Rodr²guez-Hern§ndez et al., 2015). Brevemente, la prote²na rBmVDAC se indujo con 

isopropil-beta-D-tiogalactopiran·sido (IPTG) 1 mM a 15ÁC durante 24 h y se expres· en 

c®lulas competentes de Escherichia coli BL21 (DE3), la prote²na se purific· en condiciones 

desnaturalizadas mediante cromatograf²a 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 m®todo de Bradford. 

ENSAYO LIGAND-BLOTTING 
20Õg de plasmin·geno humano (HPlg), de rBmVDAC y de alb¼mina 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 conten²an 1,8Õg de HPlg o BSA con 14Õg de rBmVDAC 

purificada durante la noche a 4ÁC. Despu®s de tres lavados, las tiras se incubaron con un 

suero bovino anti rBmVDAC (1:500) durante 1 h a 37ÁC, luego se realizaron tres lavados 

con PBS-T y las tiras se incubaron con anticuerpo anti-bovino conjugado con peroxidasa 

(1:1750). Las prote²nas se detectaron mediante quimioluminiscencia utilizando un sistema 

de detecci·n de transferencia ECL-Plus (Promega, EE. UU.). Se incubaron tiras que 

conten²an HPlg o rBmVDAC con un anticuerpo monoclonal de rat·n anti-HPlg (1:3500) y 

anti-rBmVDAC de suero bovino respectivamente como controles del reconocimiento de 

ant²geno por parte de los anticuerpos. 

ENSAYO DE ACTIVACIčN DEL PLASMINčGENO  
Se mezclaron [15 Õg/ml] de rBmVDAC y [20 Õg/ml] de plasmin·geno y se incubaron en un 

microtubo de 1.5ml durante 1 hora a 37ÁC. Posteriormente se agregaron 100ÕL de cada 
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tubo en una placa de cultivo celular de 96 pocillos por triplicado, luego se agregaron 50ÕL 

de tPA (activador de plasmin·geno tisular humano, Sigma Aldrich #T0831) a 500ng/mL por 

pocillo y se incubaron a 37ÁC durante 15 minutos. Por ¼ltimo, se a¶adieron 50ÕL de 

Chromozyme PL [0,3 mM] (Roche, n.Ü 10378461001) por pocillo y se incubaron a 37 ÁC. 

La absorbancia se ley· 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 conten²an 

s·lo plasmin·geno con tPA, o rBmVDAC con plasmin·geno sin tPA o rBmVDAC sin 

plasmin·geno. Se aplic· un ANOVA de dos v²as para los resultados dando un valor de p 

<0.0001. 

 

RESULTADOS Y DISCUSIčN  
Las garrapatas tienen un gran impacto en la salud humana y animal, por lo que la 

investigaci·n para encontrar prote²nas para el desarrollo de una vacuna anti-garrapatas es 

un esfuerzo de muchos investigadores. Anteriormente hemos informado que la prote²na 

BmVDAC est§ regulada positivamente y reubicada en c®lulas del intestino medio de 

garrapatas R. microplus infectadas con B. bigemina (Rodr²guez-Hern§ndez et al., 2015) 

adem§s BmVDAC es inmunog®nica y confiere protecci·n a los bovinos contra la infestaci·n 

por garrapatas (Ortega-S§nchez et al., 2020), por lo que el objetivo de esta investigaci·n 

es explorar la posible funci·n de BmVDAC durante la infecci·n de las garrapatas con el 

par§sito. 

VDAC es una prote²na identificada en la membrana externa de las mitocondrias (Colombini, 

1989) y tambi®n ha sido localizada en la membrana plasm§tica de varias c®lulas (De Pinto 

et al., 2010). 

Hay algunos informes sobre la interacci·n de VDAC humano y el plasmin·geno (Gonzalez-

Gronow et al., 2014a, 2014b, 2013, 2007, 2003), particularmente con el dominio Kringle 5 

del plasmin·geno. En nuestra investigaci·n hemos predicho la interacci·n de BmVDAC 

con el plasmin·geno y espec²ficamente con el dominio Kringle 5. La interacci·n entre 

VDAC y plasmin·geno se inform· anteriormente en un modelo humano-humano donde 

VDAC es un ligando para el dominio K5 que es necesario para activar el zim·geno en 

plasmina (Liang y Bian, 2016) (Zhang et al., 2022). 

El presente trabajo sugiere que podr²a haber una interacci·n similar entre BmVDAC y 

Plasmin·geno. El modelo BmVDAC-HPg ten²a un ȹG previsto de -220,241 kcal/moles, lo 

que sugiere una interacci·n espont§nea entre las mol®culas. Entre las interacciones, se 

identific· que ocho residuos de amino§cidos interact¼an mediante enlaces de hidr·geno, 

los residuos de amino§cidos que participan en BmVDAC se localizan principalmente en la 

regi·n carboxilo terminal de la prote²na entre ASP185 y LYS27, ambos residuos de 

amino§cidos se conservan en varias especies seg¼n nuestro alineamiento reportado 

anteriormente (Rodr²guez-Hern§ndez et al., 2012). Adem§s, se identific· una superficie 

enterrada de 2664.29 ¡^2, lo que indica una interacci·n significativa entre los componentes 

del complejo. Dado que el ¼nico plasmin·geno disponible comercialmente para los 
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ensayos in vitro fue de plasmin·geno humano, se realiz· un alineamiento entre 

plasmin·geno humano y bovino (BPlg). 

La alineaci·n por Clustal Omega mostr· una identidad del 78.15% entre las secuencias de 

plasmin·geno humano y bovino. Para demostrar experimentalmente que las predicciones 

anteriores podr²an suceder, desarrollamos un ensayo de transferencia de ligando que 

demostr· que BmVDAC se une espec²ficamente al plasmin·geno. Esta interacci·n podr²a 

tener una funci·n relevante en la activaci·n del plasmin·geno; para demostrarlo, 

realizamos un ensayo de activaci·n del plasmin·geno. Los resultados mostraron que en 

presencia de rBmVDAC la cantidad de plasmina aument· significativamente a partir de los 

10 min. La uni·n de BmVDAC al plasmin·geno y su papel potenciador de la activaci·n del 

plasmin·geno en plasmina podr²a tener una funci·n relevante durante la infecci·n por B. 

bigemina en las garrapatas, ayudando al par§sito a invadir las c®lulas de la garrapata como 

se ha informado para la prote²na Enolasa en varios par§sitos (Ghosh y Jacobs-Lorena, 

2011) o la activaci·n de la apoptosis (Li et al., 2014) que a¼n no ha sido descrita para la 

infecci·n de R. microplus con B. bigemina. 

 

CONCLUSIONES 
Hasta donde sabemos, este es el primer informe de una prote²na VDAC de un organismo 

no mam²fero que interact¼a y activa al plasmin·geno; adem§s, la alta identidad de VDAC 

entre diferentes garrapatas de importancia en la salud humana y animal hace que estos 

resultados sean m§s relevantes. Se deber²an desarrollar m§s experimentos en el futuro 

cercano para discernir la funci·n espec²ficade BmVDAC durante la infecci·n 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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Introducci·n  

La babesiosis bovina es una enfermedad transmitida por garrapatas causada por 

protozoarios intraeritrocitarios del g®nero Babesia, principalmente causada por Babesia 

bovis, Babesia bigemina y Babesia divergens, siendo B. bovis la que genera los cuadros 

cl²nicos m§s graves. En M®xico, las garrapatas del g®nero Rhipicephalus, vectores de esta 

enfermedad, est§n ampliamente distribuidas gracias a las condiciones clim§ticas, 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, 

adem§s de no estar disponibles comercialmente en el pa²s. El desarrollo de nuevas 

vacunas utilizando ingenier²a gen®tica y basadas en prote²nas que intervienen en 

diferentes etapas del ciclo de vida de Babesia se perfila como una alternativa m§s segura, 

viable y sostenible para combatir esta enfermedad (Bock et al., 2004; J. Mosqueda et al., 

2012; Rodr²guez-Vivas et al., 2017).  

Las vacunas basadas en prote²nas recombinantes poseen ventajas sobre las basadas en 

el propio pat·geno respecto a seguridad, su f§cil y econ·mica obtenci·n en el laboratorio, 

adem§s de que se pueden obtener prote²nas totalmente optimizadas y dise¶adas de 

acuerdo con objetivos en espec²fico. Sin embargo, su producci·n en sistemas bacterianos 

Gramnegativos como E. coli, puede traer ciertas desventajas entre los cuales se 

encuentran prote²nas mal plegadas, tener modificaciones postraduccionales no deseadas 

que pueden hacer a la prote²na de inter®s t·xica al momento de administrarse, poco soluble 

o ser degradada r§pidamente. En este sentido, los sistemas de producci·n de prote²nas 

en la bacteria Grampositiva B. subtilis son reconocidos por tener una gran capacidad de 

secreci·n, altos rendimientos de producci·n, y por no ser t·xicas (Cid & Bol²var, 2021; 

Souza et al., 2021). 

Vacunas multiepit·picas, basadas en p®ptidos con ep²topos B predichos, ya han sido 

desarrolladas previamente en organismos similares a Babesia, como Toxoplasma gondii y 

Plasmodium falciparum, obteniendo resultados prometedores. En este proyecto, se 

desarroll· un candidato vacunal experimental contra la babesiosis bovina causada por B. 

bovis, basado en regiones conservadas de prote²nas del par§sito implicadas tanto en la 

invasi·n de eritrocitos, interacci·n con el sistema inmunitario del hospedante vertebrado 

como en las c®lulas 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 

prote²nas, TCTP, RON2, AMA1, MSA-2c, HSP20 y RAP-1, Enolasa y HAP-2, se 

seleccionaron p®ptidos con ep²topos B y T predichos a los cuales se les evalu· previamente 

su inmunogenicidad y efecto biol·gico de los anticuerpos generados. Los p®ptidos 

seleccionados se ensamblaron in silico en un constructo quim®rico, del cual se predijo la 

secuencia de nucle·tidos codificante y se obtuvo en un gen sint®tico, el cual fue usado 

para clonarse en un sistema de expresi·n de B. subtilis.  
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MATERIALES Y M£TODOS  

DISE¤O DE LA PROTEĉNA QUIM£RICA  
Los p®ptidos seleccionados de las prote²nas Enolasa, HAP2, TCTP, RON2, AMA-1, RAP-

1, MSA-2c y HSP20 se usaron para dise¶ar una prote²na quim®rica in silico. Los p®ptidos 

seleccionados primero fueron agrupados por ant²geno, disponiendo uno seguido de otro 

para ser evaluados con la finalidad de no generar ep²topos yuxtapuestos. Estos acomodos 

de p®ptidos se analizaron en los servidores del BCEpred, ABCpred e IEDB. Si se identific· 

una regi·n yuxtapuesta como ep²topo B por m§s de un servidor, se prosigui· a mover de 

orden los p®ptidos. Si con esta estrategia no se logr· eliminar ep²topos yuxtapuestos se 

a¶adi· una secuencia espaciadora.  

Una vez obtenidos los grupos de p®ptidos de todos lo ant²genos en un orden donde no se 

identificaron ep²topos yuxtapuestos, se prosigui· a distribuirlos en orden siguiendo las 

mismas instrucciones antes descritas. Una vez seleccionada la versi·n de la prote²na 

quim®rica, se predijeron sus cualidades fisicoqu²micas con el servidor Expasy.  

El gen que codifica a la prote²na quim®rica dise¶ada se envi· a sintetizar qu²micamente 

para obtenerse en un vector plasm²dico a GeneArt de Thermo Fisher Scientific 

(Regensburg, Alemania). 

Generaci·n recombinante de la prote²na quim®rica 

El gen sint®tico se amplific· mediante PCR con oligonucle·tidos espec²ficos con sitios de 

restricci·n para las enzimas SacI y XbaI, para posteriormente clonarse dentro del pl§smido 

pBE-s (Takara-Bio Inc., Kusatsu, Japan), el pl§smido obtenido se us· para transformar 

c®lulas E. coli TOP10 las cuales se crecieron en agar LB+Ampicilina (100ug/ml). De las 

colonias obtenidas se realiz· PCR de colonias para identificar aquellas colonias positivas, 

una de ellas se creci· en medio LB con ampicilina, y se extrajo ADN plasm²dico. A dicho 

ADN plasm²dico se le realiz· una digesti·n con las enzimas MluI y Eco52I para 

posteriormente insertar la mezcla de p®ptidos se¶al SP DNA Mix (Takara-Bio Inc., Kusatsu, 

Japan) y se ligaron con el kit In Fusion (Takara-Bio Inc., Kusatsu, Japan). La librer²a de 

pl§smidos con diferentes p®ptidos se¶al se us· para transformar c®lulas TOP10 y se 

sembraron el agar LB con ampicilia. Las colonias obtenidas se cosecharon en conjunto y 

se les extrajo ADN plasm²dico. Dicho ADN plasm²dico obtenido fue usado para transformar 

c®lulas 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 37ÁC. Posteriormente el cultivo se centrifug· para separar el medio de 

cultivo del paquete celular. Con el medio de cultivo obtenido se realizaron SDS-PAGE y 

Western Blot para detectar la etiqueta de Histidinas de la prote²na recombinante.  

Resultados y discusi·n  

Se consigui· ensamblar una prote²na quim®rica con 16 p®ptidos de las 8 prote²nas antes 

descritas, no se identificaron ep²topos yuxtapuestos por m§s de un servidor bioinform§tico 

y que no mostraba identidad con prote²nas del bovino, la prote²na se nombr· 
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BbovCHPv14.2.8, esta prote²na cuenta con 372 amino§cidos, peso molecular de 41.69 

Kda, punto isoel®ctrico de 5.07 e ²ndice GRAVY de -0.599.  

El gen que codifica a la prote²na recombinante se clon· eficientemente en el pl§smido pBE-

s junto con la librer²a de p®ptidos se¶al. Se obtuvieron 10 colonias de B. subtilis que 

conten²an el gen quim®rico. La presencia de la prote²na recombinante fue confirmada 

mediante el reconocimiento espec²fico 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 producci·n exitosa de la prote²na 

quim®rica en Bacillus subtilis, un sistema de expresi·n sin endotoxinas, ofrece ventajas 

sobre otros sistemas bacterianos, ya que permite una mayor biocompatibilidad y menores 

costos de producci·n (Yang et al., 2021). Sin embargo, futuros estudios deben centrarse 

en la evaluaci·n inmunog®nica de BbovCHPv14.2.8, tanto in vitro como in vivo, para 

determinar su capacidad de inducir una respuesta protectora robusta y espec²fica en 

bovinos. Finalmente, los ensayos de neutralizaci·n y desaf²o con el par§sito Babesia bovis 

ser§n cr²ticos para validar la eficacia de este candidato vacunal en condiciones reales. Si 

bien estos resultados preliminares son prometedores, el ®xito de BbovCHPv14.2.8 como 

vacuna depende de la confirmaci·n de su inmunogenicidad y protecci·n contra la infecci·n 

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 Õg 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  

INTRODUCCIčN  
La garrapata Rhipicephalus microplus es el principal ectopar§sito que afecta al ganado 

bovino, principalmente en zonas tropicales y subtropicales, se estima que el 80 % de la 

poblaci·n 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 dom®sticos 

y silvestres, esto se debe a la gran cantidad de enfermedades que transmiten (Rodr²guez-

Vivas et al., 2011) (Dai et al., 2010). En el caso particular de R. microplus, representa un 

riesgo potencial por ser responsable de transmitir pat·genos importantes para la ganader²a 

entre los que destacan Babesia bovis, Babesia bigemina, y Anaplasma marginale 

(Betancur-Hurtado y Giraldo-R²os, 2019).  

Para combatir las infestaciones de garrapatas, los productos com¼nmente utilizado son los 

acaricidas (Almazan et al., 2018) (Sousa et al., 2022). Los cuales no resultan de todo 

eficaces, ya que hoy en d²a R. microplus ha creado una resistencia contra los acaricidas 

convencionales (De La Cruz D²az et al., 2023). Existen alternativas para el control, 

denominado control biol·gico el cual consiste en el uso de agentes biol·gicos que afecten 

directamente a la garrapata, entre ellos est§n bacterias, par§sitos y hongos, los cuales han 

tomado relevancia para amortiguar los efectos negativos de los m®todos de control qu²mico 

(Samish et al., 2004).  

Tambi®n se han probado vacunas de prote²nas recombinantes, estas resultan ser una 

alternativa bastante atractiva debido a que resulta ser m§s econ·mica y al ser utilizadas 

en conjunto con acaricidas convencionales puede incrementar su efectividad y reducir el 

periodo de aplicaci·n (Galv§n Arellano et al., 2023). Actualmente se buscan prote²nas de 

garrapatas que pueden funcionar como ant²genos para el control de estos ectopar§sitos 

(Guerrero et al., 2012) 

MATERIAL Y M£TODOS  

ANIMALES  
Para el desaf²o de inmunizaci·n se utilizaron 15 bovinos mestizos de razas europeas (Bos 

taurus). Estos animales pertenecen al hato del Instituto Nacional de Investigaciones 

Forestales, Agr²colas y Pecuarias (INIFAP), campo experimental ñValle del Guadianaò, 

ubicado en Durango, Dgo. M®xico. 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.  

DESAFĉO DE INMUNOGENICIDAD  
Se prepararon las dosis vacunales por cada p®ptido, las cuales consist²an en una mezcla 

y emulsi·n del p®ptido (ant²geno) en una soluci·n oleosa, cada dosis tuvo 100 ɛg del 

ant²geno respectivo y un volumen final de 1 ml la cual estuvo constituida por una fase 

acuosa conformado por la diluci·n del p®ptido en buffer PBS est®ril con un pH de 7,4, y 

una fase oleosa, para la cual se utiliz· un adyuvante MontanideÊ ISA 201 VG (Seppic, 

Francia), que se emulsion· por sonicaci·n. A la par se realizaron las dosis control las cual 

consisti· en partes iguales de buffer PBS y el adyuvante. Se destinaron tres animales por 

p®ptido y tres animales como control. Los animales fueron inmunizados por v²a subcut§nea 

un total de 4 veces con intervalos de 21 d²as. Se recogieron muestras de suero sangu²neo 

antes de cada inmunizaci·n y 12 d²as posterior a la ¼ltima. 
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ANĆLISIS DE INMUNOGENICIDAD 
Las muestras de suero obtenidas fueron analizadas con la t®cnica de ELISA indirecta para 

determinar la respuesta de anticuerpos para cada p®ptido en cada inmunizaci·n. Para esto, 

se utilizaron placas de ELISA de 96 pozos, las cuales fueron recubiertas con 100 ÕL del 

p®ptido diluido en buffer de carbonatos (carbonato/bicarbonato pH 9,6) en una 

concentraci·n que oscila entre 1 y 2 ɛgmLī1 (previamente estandarizada para cada 

p®ptido) y se incub· a 4ÁC durante 12 horas. Despu®s de la incubaci·n, se procedi· a lavar 

los pocillos con 200 ÕL de buffer PBS Tween 0.005% por 3 veces, una vez seca la placa 

se procedi· a bloquear cada pozo con 200 ÕL de una diluci·n al 5% de leche descremada 

disuelta en PBS Tween 0,005%. La placa se cubri· y se incub· a 37ÁC agitando a 200rpm 

durante 1 hora. Transcurrido el tiempo se procedi· a lavar nuevamente 3 veces. Se 

agregaron 100 ÕL de una diluci·n del suero sangu²neo en PBS Tween 0.005% en una 

diluci·n de 1:500. Cada muestra de suero se evalu· por triplicado. Se procedi· a tapar e 

incubar a 37 ÁC agitando a 200rpm durante 1 hora. Se lavaron 3 veces para luego a¶adir 

100 Õl de una diluci·n de IgG H+L con HRP de bovino (Goat anti bovine IgG conjugated to 

horseradish peroxidase) en buffer PBS Tween 0.005% en una concentraci·n de 1:2000 

para nuevamente incubar a 37ÁC con agitaci·n a 200rpm durante 1 hora. Nuevamente se 

procedi· a realizar una ronda de lavado final, por ¼ltimo, se a¶adi· una mezcla de §cido 

c²trico, fosfato de sodio dib§sico y 4 ÕL de per·xido de hidr·geno al 30% en cada pocillo y 

se dej· reposar por 25 minutos para posteriormente ser le²da 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 p®ptidos de 

vitelogenina tuvieron una respuesta significativa a partir de la segunda inmunizaci·n. En el 

caso de Vitelogenina 1 dos de los tres bovinos tuvieron una respuesta inmune a partir de 

la segunda inmunizaci·n, para la tercera inmunizaci·n los tres bovinos ya contaban con 

anticuerpos y as² la mantuvieron. Para el caso de Vitelogenina 2 solo dos bovinos 

presentaron anticuerpos espec²ficos al ant²geno a partir de la segunda y tercera 

inmunizaci·n.  

Vitelogenina 3 solo dos bovinos tuvieron respuesta inmunol·gica a partir de la segunda 

inmunizaci·n, en el caso de chitinasa 4 solo un bovino presento anticuerpos a partir de la 

tercera inmunizaci·n. Todos los p®ptidos fueron comparados con bovinos control los cuales 

no presentaron respuesta contra ninguno de los p®ptidos desafiados. 

CONCLUSIONES 
En el presente trabajo se demostr· que los p®ptidos desafiados resultaron producir 

anticuerpos en los bovinos inmunizados. De los p®ptidos desafiados, los de vitelogenina 1, 

2 y 3 generaron respuesta en al menos dos individuos despu®s de la segunda 

inmunizaci·n, 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 Ju§rez. 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 

INTRODUCCIčN 
 Las enfermedades transmitidas por garrapatas (ETG) engloban una extensa gama de 

padecimientos zoon·ticos que afectan a humanos y animales. Producen sintomatolog²as 

que pueden ir desde casos leves hasta severos e incluso mortales. Ocurren en ambientes 

donde existe el traslape entre garrapatas, que act¼an como vectores competentes, el 
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agente etiol·gico y el hospedador reservorio. Estas enfermedades son transmitidas por 

garrapatas de diferentes g®neros y especies hacia los hospedadores adecuados, dentro 

de los que se encuentran animales dom®sticos y silvestres como rumiantes, aves de corral, 

roedores y perros. Ocasionalmente, las garrapatas muerden a los humanos y le transmiten 

pat·genos; sin embargo, son considerados hospedadores accidentales y no forman parte 

del ciclo biol·gico de las garrapatas (Rochlin & Toledo, 2020).   

Las ETG son producidas por pat·genos bacterianos, virales y protozoos que se difunden 

a trav®s del torrente sangu²neo a varios ·rganos. 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 zoon·ticas 

caracterizadas por fiebre, dolor de cabeza, artralgia, escalofr²os y mialgia; en casos 

particulares, s²ntomas gastrointestinales como v·mitos y dolor abdominal, y sintomatolog²a 

que puede llegar a ser severa e incluso mortal (Rodr²guez & Oteo, 2020). 

Las especies del g®nero Rickettsia que principalmente provocan enfermedad en humanos 

se encuentran dentro de los grupos de las Fiebres Manchadas (SFG) y de las Fiebres 

T²ficas (TG) aunque existen otros grupos. Uno de los pat·genos m§s comunes para los 

humanos reportados en Am®rica es Rickettsia rickettsii, agente causal de la Fiebre 

Manchada de las Monta¶as Rocosas (FMMR). Diversas especies del g®nero Ehrlichia 

causan enfermedades en humanos. E. chaffensis provoca la ehrlichiosis monoc²tica 

humana caracterizada por fiebre, mialgias, dolor de cabeza y malestar general, por lo que 

el diagn·stico suele confundirse con otros s²ndromes febriles (Anaya-Ram²rez et al., 2017). 

La enfermedad de Lyme es ocasionada por la bacteria Borrelia burgdorferi, ocasiona en 

humanos s²ntomas similares al resfriado y el eritema migrans (Strnad et al., 2023). 

EPIDEMIOLOGĉA DE LAS ETG 
En M®xico, se realiza el reporte y seguimiento de la FMMR y de otras rickettsiosis a trav®s 

de la Direcci·n General de Epidemiolog²a. En el 2023, Chihuahua fue el estado con mayor 

n¼mero de casos de FMMR y 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 Rep¼blica Mexicana 

que 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 identificaci·n de bacterias causales de ETG en animales y 

garrapatas, es indicativo de la circulaci·n de los mismos en una zona en particular (Sosa-

Guti®rrez et al., 2021).  

El incremento en la incidencia adem§s de la falta de vacunas efectivas contra ETG, ha 

convertido a estos padecimientos en una preocupaci·n en temas de salud p¼blica, debido 

al impacto sobre la salud humana y animal. La Organizaci·n Mundial de la Salud (OMS) 

desarroll· el concepto de ñUna Saludò (One Health) que promueve el estudio de la 

circulaci·n y diseminaci·n de pat·genos entre animales y humanos para un mejor cuidado 

de la salud p¼blica. Con base en este enfoque, es de importancia el estudio de la expansi·n 

de las poblaciones de garrapatas y de los pat·genos que circulan en las diferentes zonas 

geogr§ficas para el desarrollo de estrategias de control de ETG (Banoviĺ et al., 2021). 
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Por lo anterior, es importante actualizar el conocimiento de la prevalencia de g®neros 

bacterianos como Rickettsia, Ehrlichia y Borrelia a trav®s de la identificaci·n de los 

microorganismos circulantes en la zona y de esta forma coadyuvar en la planificar 

estrategias apropiadamente adaptadas a la regi·n de Chihuahua para la prevenci·n de la 

expansi·n de las garrapatas y por lo tanto de la transmisi·n de bacterias pat·genas. Por 

lo que el objetivo de este trabajo fue realizar la evaluaci·n preliminar de Rickettsia spp. del 

Grupo de las Fiebres Manchadas (SFG) y Grupo de las Fiebres T²ficas (TG), Borrelia 

burgdorferi y Ehrlichia canis en garrapatas de zonas con reporte de casos de FMMR en 

municipios de Chihuahua. 

MATERIALES Y M£TODOS 

RECOLECCIčN 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 ubicaci·n geogr§fica y lugar de la recolecci·n. La identificaci·n de 

las garrapatas a nivel de especie fue realizada por un tax·nomo experto de la Secretar²a 

de Salud de Chihuahua de acuerdo con los criterios utilizados en las gu²as taxon·micas. 

EXTRACCIčN DE ADN GENčMICO  
Para la extracci·n 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 est®ril y se dejaron secar. La homogenizaci·n de las garrapatas se realiz· 

mediante disrupci·n completa utilizando un homogenizador manual. Se utiliz· el kit 

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Germantown, MD, E.U.A ) para la extracci·n 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.). 

DETECCIčN DE PATčGENOS POR PCR 
La amplificaci·n del gen ompB de Rickettsia del grupo de las Fiebre Manchada (SFG) y del 

Grupo de las Fiebres T²ficas (TG) se realiz· en una reacci·n anidada utilizando para la 

primera reacci·n las concentraciones finales de 1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTP, 0,1 

m˃ de los cebadores rompB OF y rompB OR, 0,05 u/ml de taq polimerasa y 30 ng de ADN. 

Las condiciones de amplificaci·n fueron: desnaturalizaci·n de 5 min a 95ÁC seguido de 35 

ciclos a 95 ÁC por 15 s, 54ÁC durante 15 s y 72ÁC durante 30 s y un ciclo final a 72ÁC 

durante 3 min. Para la segunda reacci·n las concentraciones de amplificaciones fueron de 

1,5 mM de MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,05 m˃ 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 condici·n de 

amplificaci·n fue desnaturalizaci·n a 95ÁC durante 5 min, 35 ciclos de elongaci·n a 95ÁC 

durante 15 s, 56ÁC durante 15 s y 72ÁC durante 30 s, y una extensi·n final de 3 min a 72ÁC. 

La detecci·n de Ehrlichia canis se realiz· con la amplificaci·n del gen 18S rRNA con las 

concentraciones finales de 3mM MgCl2, 0.2mM dNTPs, 0.1m˃ primers HE3-2F y ECA-2R, 

0.05 u/ml Taq polimerasa y 30 ng de ADN. Las condiciones de PCR fueron 94ÁC por 5 min, 

35 ciclos a 94ÁC, 30 s, 63ÁC, 30 s, 72ÁC, 30 s, y una extensi·n final a 72ÁC por 1 min. Para 

la detecci·n del gen ospA de Borrelia burgdorferi, las concentraciones finales fueron 3mM 
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MgCl2, 0.2mM dNTPs, 0.05m˃ de primers BSLF y BSLR, 0.025 u/ml Taq polimerasa y 30ng 

de ADN; las condiciones de PCR fueron 95ÁC por 2 min, 40 ciclos de 95ÁC por 20 s, 56ÁC 

por 30 s, 72ÁC por 30 s y una extensi·n final de 72ÁC por 7 min (Ortega-Morales et al., 

2019; Sosa-Guti®rrez et al., 2021). 

SECUENCIACIčN DEL GEN 16S RIBOSOMAL 
Se secuenci· la regi·n hipervariable V3-V4 del gen 16S ribosomal de 14 muestras. La 

secuenciaci·n se realiz· en el Centro de Biotecnolog²a Gen·mica del IPN mediante MiSeq 

Illumina de acuerdo con las gu²as del fabricante.  

RESULTADOS Y DISCUSIčN 
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 Ju§rez, 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 T²ficas. 

Los municipios con las mayores prevalencias para Rickettsia SFG, E. canis y B. burgdorferi 

fueron Ju§rez 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 an§lisis preliminar de 14 pooles por secuenciaci·n de 16S ribosomal provenientes de 

Casas Grandes y Nuevo Casas Grandes, fueron identificadas bacterias de inter®s m®dico, 

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 determin· un rango de infecci·n m²nima general de 2.49%, 1.8% y 0.6% para Rickettsia 

SFG, B. burgdorferi y E. canis respectivamente. De 35 pooles de garrapatas provenientes 

de domicilios con confirmaci·n 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 identific· a Rickettsia SFG. 

La identificaci·n de posibles microorganismos pat·genos transmitidos por garrapatas es 

de importancia en salud p¼blica, ya que desde un enfoque ñUna Saludò, es necesario 

conocer los pat·genos circulantes en la regi·n de Chihuahua para orientar la sospecha 

cl²nica de pat·genos de enfermedades transmitidas por garrapatas. En este estudio se 

encontr· una prevalencia del 12% de Rickettsia perteneciente al Grupo de Fiebres 

Manchadas, la cual es mayor en comparaci·n con otros trabajos realizados en Ju§rez 

donde la prevalencia fue del 5% (L·pez-P®rez 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 encontr· 

una prevalencia de 7% en perros de Cd. Ju§rez (Lira-Amaya et al., 2023). B. burgdorferi 
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tuvo una prevalencia del 7%, mayor a la reportada en estudios realizados en la Biosfera de 

Janos donde se identific· en el 2% de las muestras provenientes de garrapatas R. 

sanguineus (L·pez-P®rez et al., 2019). 

Uno de los pat·genos encontrados por secuenciaci·n 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 transov§rica y transestadial, la infecci·n no es homog®nea en todas 

las garrapatas, por lo que es un hallazgo importante (Duron et al., 2015). El g®nero 

Rickettsia fue menos abundante que el g®nero Coxiella; en trabajos anteriores se ha 

planteado la hip·tesis de la competencia entre ambos g®neros por la colonizaci·n de la 

garrapata, lo que podr²a explicar su diferencia en este trabajo ((Ren®-Martellet et al., 2017). 

Se observ· que la cantidad de casos confirmados es mayor en comparaci·n con las 

muestras de garrapatas positivas a Rickettsia SFG recolectadas del mismo domicilio donde 

se produjo el caso cl²nico. Lo anterior puede deberse a que no todas las garrapatas se 

encuentran infectadas con R. rickettsii u otro pat·geno, lo cual puede explicarse ya que el 

rango m²nimo de infecci·n para Rickettsia del SFG fue de 2.10%, similar a otros lugares 

con casos end®micos de rickettsiosis (Ortega-Morales et al., 2019). 

Los resultados de este estudio pueden contribuir a la comprensi·n de la din§mica de 

transmisi·n de enfermedades por garrapatas en las localidades analizadas. Este estudio 

tuvo inter®s en el abordaje de la problem§tica de las ETG desde un punto de vista de ñUna 

Saludò debido a que es necesario estudiar los pat·genos que pueden ser transmitidos por 

R. sanguineus en Chihuahua. 

CONCLUSIONES 
Este trabajo proporcion· un panorama preliminar de la prevalencia de Rickettsia de los 

grupos SFG y TG, B. burgdorferi y E. canis en municipios de Chihuahua, adem§s de 

identificar otros posibles pat·genos en garrapatas de Chihuahua, lo cual puede contribuir 

al desarrollo de pol²ticas de salud p¼blica 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 

tickôs 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 Illumina MiSeq platform and analyzed with Aldex2, Qiime2, and 

NetSwan R packages. Results indicated that uninfected ticks at 0h 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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INTRODUCCIčN 
Las garrapatas son ectopar§sitos hemat·fagos 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 alimentaci·n y capacidad de infectar 

a m¼ltiples hospedantes han hecho que las garrapatas hayan sido naturalmente 

seleccionadas como vectores de pat·genos como Babesia spp., Anaplasma spp., 

Rickettsia spp., entre otras (Estrada-Pe¶a, 2015). 

En M®xico, 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 p®rdidas 

econ·micas en la industriade carne y l§cteos a causa de la p®rdida de peso de los animales 

y en la industria de las pieles por las lesiones que provocan las picaduras (Calvano et al., 

2019). En M®xico, las autoridades han llevado a cabo esfuerzos para controlar la poblaci·n 

de garrapatas y disminuir su impacto (as² como el de los pat·genos 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 (ñTick-Borne 

Protozoa,ò 2014). La babesiosis bovina, causada por B. bovis y B. bigemina, tiene un 

cuadro cl²nico caracter²stico que incluye fiebre aguda, anemia hemol²tica, 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 agregaci·n de eritrocitos 

infectados en capilares pulmonares y cerebrales (Bock et al., 2004). Para evitar las 

complicaciones causadas por las garrapatas y los pat·genos que transmiten son 

necesarias estrategias de control efectivas, capaces de disminuir la poblaci·n de 

garrapatas en el ambiente y la transmisi·n de pat·genos. 

El uso de acaricidas es el m®todo de control de garrapatas m§s com¼nmente usado 

actualmente. Sin embargo, el uso irresponsable de estos f§rmacos ha provocado la 

aparici·n de cepas multirresistentes, a la contaminaci·n del suelo y a la disminuci·n de 

insectos polinizadores (Graf et al., 2004). A causa de esto, nuevos m®todos de control han 

sido desarrollados e implementados con diversos niveles de ®xito. Por ejemplo, el uso de 

vacunas en conjunto con m®todos previamente utilizados ha logrado disminuir la severidad 

de las infestaciones en algunos casos. Sin embargo, la variabilidad en los ant²genos 

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 producci·n y riesgo de reversi·n 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 m§s prometedoras es el 

uso de vacunas dirigidas a la microbiota de las garrapatas. El objetivo de estas vacunas es 

que, trans inmunizar al hospedante mam²fero, la garrapata se alimenta de sangre que 

contiene anticuerpos dirigidos a un tax·n clave de su microbiota. Estos anticuerpos son 
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capaces de causar disbiosis en la microbiota del vector, afectando negativamente la 

nutrici·n y fecundidad de la garrapata, as² como su propensi·n a adquirir pat·genos como 

B. bovis y B. bigemina (Mateos-Hern§ndez et al., 2021).  

El objetivo del presente trabajo es el estudio de la composici·n de la microbiota del intestino 

de R. microplus, as² como el cambio en la red microbiana que causa la infecci·n con B. 

bovis. durante dos etapas clave del ciclo de invasi·n del pat·geno en el vector. Conocer la 

composici·n de la microbiota del vector, as² como los cambios que causan los pat·genos 

es esencial para determinar los microorganismos que se usaran como ant²genos en las 

vacunas contra microbiota, as² como asegurar la efectividad de estas. 

MATERIALES Y M£TODOS 

Infestaci·n e infecci·n 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 transfusi·n 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 infestaci·n de las garrapatas. El 

estado de salud de los bovinos se monitore· diariamente para realizar un retiro en caso de 

presentar s²ntomas graves.  

Las hembras repletes fueron colectadas durante 5 d²as una vez detectada parasitemia en 

el bovino infectado. Las garrapatas colectadas fueron trasladadas al Laboratorio de 

Investigaci·n en Inmunolog²a y Vacunas de la Universidad Aut·noma de Quer®taro para 

ser procesadas. Las garrapatas fueron lavadas con cloruro de benzalconio al 10% y 

divididas en 2 grupos: el grupo de 0 horas, que fueron disectadas el mismo d²a de la colecta 

y el grupo de 72 horas que fueron incubadas durante 72 h a 28 ÁC con humedad relativa 

del 80% antes de ser disectadas. Las muestras fueron catalogadas de acuerdo con sus 

estado de infecci·n y tiempo post repleci·n en no infectadas a las 0 h (0HN), no infectadas 

a las 72 h (72HN), infectadas a las 0 h (0HI) e infectadas a las 72 h (72HI). 

Disecci·n de garrapatas, extracci·n de DNA total y secuenciaci·n. 

La disecci·n se llev· a cabo fijando la regi·n dorsal de los espec²menes en placas de Petri 

con la zona ventral hacia arriba. La regi·n posterior de las garrapatas se abri· realizando 

un corte longitudinal y se retir· el intestino. El tejido extra²do se lav· con buffer fosfato 

salino (PBS) est®ril y se almacen· a -80 ÁC. Los intestinos congelados fueron macerados 

con un micropistilo y la extracci·n de ADN total se realiz· usando el kit DNeasy Blood & 

Tissue (QIAGEN, USA). La integridad de las muestras fue verificada mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1%. La concentraci·n y pureza de las muestras fue 

verificada mediante espectrometr²a usando un NanoDrop 2000. Las muestras de ADN 

fueron enviadas a la empresa Novogene (Novogene Corporation Inc.) para realizar la 

secuenciaci·n de la regi·n V4 del gen 16s bacteriano. 
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An§lisis bioinform§ticos 

Los resultados de la secuenciaci·n fueron procesados usando la plataforma QIIME2 para 

remover lecturas de baja calidad. La identidad de las unidades taxon·micas operativas 

(OTUs), as² como su abundancia fueron calculados usando el paquete de R ALDEx2. Los 

datos de abundancia fueron transformados a abundancia relativa mediante relaci·n centro-

logar²tmica (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 s² usando el paquete de R NetCoMi para determinar 

diferencias significativas entre m®tricas de las redes de diferentes grupos. La resistencia 

de las redes a la remoci·n 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 remoci·n). Finalmente, la 

determinaci·n de los taxa clave se realiz· 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 comparaci·n pareada entre muestras demostr· diferencia significativa en la riqueza de 

taxa entre los grupos de 0HI y 72HI (Kruskall-Wallis, p Ò 0.05), mientras que en resto de 

muestras no se observ· diferencia. De igual manera, no se observ· diferencia significativa 

en la uniformidad entre las muestras (Kruskall-Wallis, p Ó 0.05). 

La composici·n de las comunidades fue calculada usando el ²ndice de disimilaridad de 

Bray-Curtis y calculada mediante la diferencia de la prueba de la diferencia significativa 

honesta (DSH) de Tukey. La HSD no mostr· diferencia significativa en la composici·n de 

las diferentes muestras (Tukeyôs HSD, p Ó 0.05).  

Generaci·n 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 0HN cont· con 128 nodos unidos mediante 753 aristas. La 

red del grupo 72HN estuvo conformada de 58 nodos y 90 aristas. La red del grupo 0HI se 

conform· de 44 nodos con 51 aristas. Finalmente, la red de 72HI incluy· 44 nodos unidos 

por 64 aristas. Las redes de 0HN, 0HI y 72HI se conformaron exclusivamente por 

correlaciones positivas, mientras que la red de 72HN incluy· 5 correlaciones negativas 

(5.6%). En conjunto de todas las redes, se identificaron 220 taxa ¼nicos.  

Comparaci·n de redes 

El paquete NetCoMi de R fue usado para comparar la composici·n y topolog²a entre redes 

y se us· la m®trica del ²ndice de Jaccard para para comparar m®tricas claves de las redes 
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(grado, centralidad de interrelaci·n, centralidad de proximidad, centralidad de vector propio 

y taxones centrales) de los nodos con mayor conectividad en cada red. La prueba de 

Jaccard demostr· que exist²a una mayor diferencia entre la composici·n de las redes 0HN 

contra 72HN y 0HI contra 72HI que entre redes generadas al azar. Esto demuestra que las 

diferencias fueron causadas por el cambio de composici·n per se (P(<=Jacc)) y no un 

producto del azar. 

Cambio en la robustez de las redes 

La robustez de las redes se evalu· calculando el porcentaje de conectividad perdido tras 

la remoci·n de nodos mediante diferentes m®todos. La remoci·n aleatoria de nodos no 

mostr· diferencia en p®rdida de conexi·n entre ning¼n grupo. Al remover primero nodos 

con mayor grado se observ· que la red 72HN perdi· la mayor conectividad con la menor 

fracci·n de nodos removida, seguido del grupo 72HI. Comenzar con la remoci·n de nodos 

de mayor centralidad de interrelaci·n result· en una mayor p®rdida de conectividad con 

una menor fracci·n de nodos del grupo 72HN, mientras que el resto de los grupos no 

tuvieron diferencia en la p®rdida de conectividad. El m®todo de cascada mostr· que el 

grupo 72HN pierde conectividad con el menor n¼mero de nodos removidos, seguido de 

0HN, 72HI y 0HI. 

Identificaci·n de taxa clave 

El estado de taxa clave se reconoci· 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 0HN 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: Cetobacterium, Dolosigranulum, Lactobacillus, Moraxella, 

Muribaculaceae y Turicibacter. Los taxa clave del grupo 0HI fueron: Acidibacter, 

Anaerococcus, Candidatus Nomurabacteria, Escherichia-Shigella, Haliangium y Ralstonia. 

El grupo 72HI ¼nicamente tuvo los siguientes 4 taxa clave: Planococcaceae (familia), 

Bacteroides, Koukoulia, Burkholderiales SC-I-84 (orden). 

DISCUSIčN 
Entender los cambios que ocurren en la microbiota de R. microplus durante la infecci·n 

con B. bovis es crucial para el desarrollo de vacunas anti-microbiota. La composici·n 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 aqu² presentados demuestran 

que tanto la infecci·n con B. bovis como el tiempo post repleci·n son dos factores que 

alteran significativamente la composici·n 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 c®lulas intestinales especializadas. A 

medida que progresa la maduraci·n de los ovocitos, el tejido intestinal se degrada 

progresivamente hasta el momento de la oviposici·n. Este proceso de degradaci·n 

explicar²a la disminuci·n de diversidad bacteriana que se observa entre las 0 y las 72 h 

post repleci·n en las redes de garrapatas no infectadas. En cambio, la p®rdida de 

diversidad observada entre los grupos 0HN y 0HI se puede atribuir a la infecci·n con B. 
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bovis. Este tipo de disminuci·n de la diversidad de la microbiota se ha observado en otros 

vectores al ser infectados por pat·genos. 

La diversidad microbiana no fue la ¼nica en disminuir en respuesta a la infecci·n o tras el 

paso de 72 h despu®s de la repleci·n. Una p®rdida en la conectividad y la robustez tambi®n 

fue observada. Las redes menos interconectadas adoptaron una estructura mas modular 

en la que los taxa interact¼an en cl¼steres peque¶os, manteni®ndose aisladas de bacterias 

ubicadas en agrupamientos diferentes. La red del grupo 0HN tuvo la mayor resistencia a 

la remoci·n de nodos en comparaci·n con otras redes. Esto puede explicarse a que su 

comunidad microbiana m§s compleja permite conexiones redundantes. Aun se necesita 

estudiar el perfil funcional de las redes para determinar si estos cambios afectan 

¼nicamente a la composici·n o tambi®n a la funci·n. 

Si bien el presente estudio no permite conocer precisamente el papel que los taxa clave 

desempe¶an en las redes, de puede examinar el papel que se ha reportado que tienen en 

la microbiota de otros artr·podos. Por ejemplo: Lactobacillus ha sido reportado como 

probi·tico en la microbiota del gusano de seda Bombyx mori y con una alta prevalencia en 

la microbiota de Ornithodoros moubata. Moraxella se ha asociado con el metabolismo de 

l²pidos en insectos, el cu§l es necesario para la vitelog®nesis en garrapatas. El cl¼ster 

Escherichia-Shigella est§ involucrado en v²as metab·licas de degradaci·n de lisina. Este 

tipo de funciones aunadas al estatus de taxa clave hacen a estas bacterias potenciales 

candidatos vacunales efectivos para la modulaci·n de la microbiota de garrapatas, esto 

previamente explorado en estudios donde el cl¼ster Escherichia-Shigella ha sido usado 

efectivamente como un ant²geno inmunomodulador de la microbiota del g®nero Ixodes.  

CONCLUSIčN 
R. microplus es un par§sito dif²cil de controlar, altamente prevalente en tierras destinadas 

a la ganader²a, donde act¼a como vector de pat·genos como B. bovis. Comprender los 

efectos de B. bovis en la microbiota del hu®sped es esencial para entender la relaci·n 

vector-microbiota-pat·geno. Este estudio determin· diferencias en la microbiota intestinal 

de R. microplus en distintos tiempos post-repleci·n y estados de infecci·n. Los resultados 

indican que la infecci·n por B. bovis altera la conformaci·n 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 cl¼ster Escherichia-

Shigella, ¼tiles para desarrollar vacunas anti-microbiota. Usar estos taxones clave como 

ant²genos podr²a ser una estrategia ·ptima de control de garrapatas, reduciendo la 

capacidad vectorial de R. microplus y la transmisi·n de B. bovis. 

El presente proyecto fue financiado por el proyecto CONAHCYT n¼mero 321162 en 

colaboraci·n con ANUIES- ECOS NORD (Francia). 
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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, M®xico 

RESUMEN 
El objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de resistencia fenot²pica a 
coumaphos en diferentes poblaciones de R. sanguineus sl del pa²s. Se colectaron 
garrapatas ingurgitadas de 28 perros naturalmente infestados en diferentes localidades de 
13 estados de M®xico, las cuales fueron trasladadas al laboratorio para su identificaci·n 
taxon·mica y su posterior procesamiento para que su progenie fuera sometida a la prueba 
de paquete de larvas exponi®ndolas a seis diferentes concentraciones, los datos sobre la 
mortalidad se sometieron al an§lisis Probit con el objetivo de determinar la Concentraci·n 
Letal 50% y con ello calcular el ĉndice 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 I.R. estuvieron en un 
rango de  2.01 a 11.63. Este estudio documenta por primera ocasi·n la resistencia a 
coumaphos en poblaciones de R. sanguineus sl en M®xico. 
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INTRODUCCIčN 
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (sl) (Latreille) (Acari: Ixodidae), tambi®n conocida 
como garrapata del perro, es un par§sito externo que tiene un ciclo biol·gico de tres 
hu®spedes, en el cu§l el perro act¼a como hu®sped principal, sin embargo puede afectar 
a otras especies de animales dom®sticos y silvestres, as² como de manera accidental al 
ser humano; se le considera la garrapata m§s ampliamente distribuida en el mundo. En los 
perros, la infestaci·n por este ectopar§sito causa da¶os directos en la salud por su h§bito 
de alimentaci·n hemat·fago as² como molestias y lesiones d®rmicas debido a sus 
ñpiquetesò, siendo tambi®n un eficiente vector de diversos agentes pat·genos de 
importancia m®dica y veterinaria, entre ellos, Rickettsia rickettsi, R. conorii, Babesia canis 
y Ehrlichia canis (Dantas-Torres 2008). En los ¼ltimos a¶os ha sido responsable de brotes 
de Fiebre Manchada de las Monta¶as Rocosas en el norte de M®xico, ocasionando una 
alerta sanitaria desde entonces.  

En la pr§ctica cl²nica 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 trav®s de ba¶os 
medicados o aplicaci·n de formulaciones pour-on o spot-on, estas ¼ltimas de largo efecto 
residual. Sin embargo, el control y prevenci·n de la infestaci·n resulta complicado debido 
a las caracter²sticas biol·gicas de esta garrapata, como lo es su ciclo de vida de tres 
hu®spedes y la capacidad que tienen sus estadios evolutivos de poder sobrevivir por largos 
periodos sin hu®sped (Dantas-Torres, 2010). El uso indiscriminado de los acaricidas de 
contacto as² como de las formulaciones de largo efecto residual provocan una presi·n 
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 M®xico, 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 pa²s (Rodr²guez-Vivas et al., 2017a, b; Mart²nez-Ib§¶ez et al., 
2023a); sin embargo, no se conoce el estado y distribuci·n de este fen·meno en otras 
regiones de M®xico. El acaricida organofosforado coumaphos, fue introducido a M®xico 
hace m§s de 60 a¶os y desde entonces se ha usado sin ninguna restricci·n para el control 
de la garrapata del ganado, Rhipicephalus microplus, as² como para R. sanguineus sl. 

El objetivo del presente estudio fue identificar la presencia de resistencia toxicol·gica a 
coumaphos en diferentes poblaciones de R. sanguineus sl del pa²s. 

MATERIALES Y M£TODOS 
Se colectaron garrapatas ingurgitadas de 28 perros naturalmente infestados en diferentes 
localidades de 13 estados de la rep¼blica mexicana. Todos los perros se encontraban 
domiciliados y los propietarios manifestaron que no hab²an recibido alg¼n tratamiento 
reciente con acaricidas, ellos tambi®n otorgaron su consentimiento verbal para revisar y 
colectar garrapatas de sus animales. 

Para la colecta de espec²menes, se realiz· una inspecci·n f²sica exhaustiva de los perros 
en b¼squeda de hembras ingurgitadas, las cu§les fueron removidas manualmente a 
contrapelo y usando guantes de neopreno, siendo colocadas en cajas de Petri para ser 
transferidas al laboratorio para realizar su identificaci·n taxon·mica. El proyecto de 
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investigaci·n fue aprobado por el Comit® de Uso y Bienestar de los Animales del Instituto 
Tecnol·gico El Llano Aguascalientes. 

En el laboratorio, los ejemplares (> 10 mm de largo), se lavaron se lavaron con agua 
destilada y se secaron coloc§ndolas sobre toallas de papel. Posteriormente, se colocaron 
de forma individual en cajas de Petri y se mantuvieron a 28oC + 2oC y 80-90% de humedad 
relativa, en un r®gimen de luz/oscuridad de 12:12 h para permitir la puesta de huevos. 
Despu®s de 25 d²as de incubaci·n, los huevos puestos por cada hembra se colocaron en 
un vial de vidrio y se incubaron bajo las mismas condiciones para esperar la eclosi·n de 
las larvas, dej§ndolas madurar de 15 a 30 d²as post-eclosi·n antes de utilizarlas en las 
pruebas toxicol·gicas. 

El diagn·stico de susceptibilidad / resistencia a coumaphos se realiz· en dos pasos, en el 
primero las larvas fueron expuestas aplicando la Dosis Discriminante (D.D.) de 0.43% 
determinada previamente por Mart²nez-Ib§¶ez et al. (2023b), y en el segundo las muestras 
identificadas como resistentes se sometieron a diferentes concentraciones del acaricida 
para identificar el ²ndice de resistencia.  

En ambos pasos, la t®cnica de diagn·stico toxicol·gico utilizada fue la del paquete de 
larvas (FAO, 2004). Los ensayos se realizaron de acuerdo a lo descrito por Mart²nez-Ib§¶ez 
et al. (2023b), con tres repeticiones por muestra y un tratamiento control. La lectura de las 
pruebas se realiz· 24 horas despu®s del tratamiento; todas las larvas que pod²an caminar 
o deslizarse se consideraron vivas, el porcentaje de mortalidad se ajust· utilizando la 
f·rmula de Abbott. La informaci·n de las muestras resistentes se someti· a un an§lisis 
Probit usando el programa Polo Plus, con el objetivo de determinar la CL50% y con ello 
calcular el ĉndice de Resistencia (I.R) en cada muestra, que fue calculado as²: CL50 de la 
poblaci·n de larvas de campo /  CL50 de la poblaci·n de larvas susceptible (Robertson et 
al., 2006). Las muestras se consideraron como susceptibles si los I.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 DISCUSIčN 
Se encontr· 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 I.R. para cada muestra estuvieron en un 
rango de 2.01 a 11.63. El m§s alto correspondi· 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 Yucat§n. 
Otros estados incluidos en el estudio fueron Chiapas, Quer®taro, Oaxaca y Sonora, todos 
con muestras resistentes.                

La prevenci·n y control de la infestaci·n 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 ectopar§sito vaya cumpliendo con sus etapas 
de desarrollo evolutivo, lo que puede dar lugar a la presentaci·n de reinfestaciones en 
animales que fueron tratados con alg¼n 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 mol®culas con 
propiedades acaricidas son de venta libre en M®xico; la literatura reporta que en 
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condiciones favorables pueden presentarse 2 a 3 generaciones por a¶o en M®xico 
(Galindo-Velasco et al., 2020). 

El acaricida organofosforado coumaphos, tiene m§s de 60 a¶os que se comercializa en 
nuestro pa²s, de manera que es muy probable que las poblaciones de R. sanguineus sl, 
hayan tenido varios contactos con esta mol®cula y que en algunos casos exista una baja 
eficacia debido a tolerancia o resistencia toxicol·gica. En el presente estudio, se identific· 
resistencia en el 60.7% y resistencia incipiente en  21.4% de las muestras evaluadas, lo 
que demuestra que en la actualidad el fen·meno de resistencia a coumaphos est§ 
instalado en amplias regiones del pa²s. Es interesante mencionar que hasta donde es de 
nuestro conocimiento, no se tienen reportes documentados al respecto en M®xico, sin 
embargo, si se han publicado casos de resistencia a cipermetrina, amitraz e ivermectina 
en el centro-sur y sureste del pa²s (Rodr²guez-Vivas et al., 2017a, b; Mart²nez-Ib§¶ez et al., 
2023a). 

CONCLUSIONES 
Se documenta la detecci·n de resistencia fenot²pica a coumaphos en una alta proporci·n 
de las muestras estudiadas, por lo que es recomendable limitar su uso y recurrir a otras 
mol®culas ya que existen amplias posibilidades de que el tratamiento sea de baja eficacia 
y que por ello se est® promoviendo la presi·n de selecci·n en la poblaci·n de garrapatas. 
La rotaci·n de acaricidas es una pr§ctica 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, mRNA 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 mRNA as a vaccine platform, using two approaches: tick-

borne pathogen vaccines and anti-tick vaccines. For the first approach, I 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, I 

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 artr·podos, pueden portar y transmitir una amplia gama de 

pat·genos v²ricos y bacterianos. Estas enfermedades transmitidas por garrapatas afectan 

actualmente a humanos y animales, favoreciendo la zoonosis e infectando directamente a 

los mam²feros. El uso del ARNm como plataforma de vacunas ha madurado r§pidamente 

en los ¼ltimos a¶os, demostrando su escalabilidad y eficacia en el campo de las 

enfermedades infecciosas. De ah² que las vacunas de ARNm puedan ofrecer la posibilidad 

de satisfacer la urgente necesidad de agentes profil§cticos para prevenir los pat·genos 

transmitidos por artr·podos en todo el mundo. 

Este trabajo explora el uso del ARNm como plataforma de vacunas, utilizando dos 

enfoques: vacunas contra pat·genos 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 

mam²feros y humanos, causando cientos de muertes al a¶o. Durante mis estudios de 
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doctorado, he generado pl§smidos de expresi·n que codifican distintas regiones del 

genoma de la envoltura v²rica del KFVD, y los he probado mediante transfecci·n HEK-293T 

para evaluar la localizaci·n subcelular. Estas versiones de KFVD contienen una etiqueta 

de poli-histidina que permite su purificaci·n y su uso como reactivo de recubrimiento en 

estudios serol·gicos. Es importante se¶alar que tambi®n se han construido versiones del 

promotor T7 para producir ARNm de transcripci·n in vitro (IVT), lo que permite la 

formulaci·n de vacunas de ARNm con nanopart²culas lip²dicas (LNP). 

Todas las vacunas de ARNm se encapsulan utilizando LNPs comerciales para los estudios 

precl²nicos, y se est§ trabajando en la generaci·n de LNPs propias para explorar diferentes 

formas de realizar el proceso de encapsulaci·n, buscando metodolog²as m§s 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 
pUC57-Kanamycin (GenScript), four versions of the KFDV structural proteins were 
generated and cloned into the expression plasmid pHLsec using the restriction sites AgeI 
and KpnI 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 37ÁC 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 3x105 cells with 1.5 Аg of plasmid DNA per well and 3 
ÕL PEI in Dulbeccoôs 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 5mL Pen/Strep [100U penicillin/100 Õg 
streptomycin] (1% Pen/Strep) and cells were incubated for 48 hr at 37ÁC and 5% CO2. Cells 
were gently washed twice with 1X PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at 37ÁC, 
permeabilised with 0.1% PBS Triton X100 for 20 min at RT and blocked with 5% FBS in 
PBS overnight at 4ÁC. 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 1Õg/mL DAPI solution in PBS. Finally, 
samples were mounted in slides using ProLongÊ Gold mounting media. Mounted cells 
were analysed under a Leica DMI3000B microscope.  

TIME COURSE OF KFDV PROTEINS 
A time course to analyse the protein expression of the pHLsec plasmids (prM, STEM, E and 
EDIII) was done in HEK293T cells. Approximately 1x105 cells were seeded in a six-well 
plate with DMEM (10% FBS and 1% L-glutamine), transfected with Opti-MEM I, 3 ÕL of 
polyethylenimine (PEI) and 1.5 Õg 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 37ÁC and 5% CO2 at 39, 62, 72 and 94 hr post 
transfection. The supernatant was removed and centrifuged to store it at -20ÁC, and cells 
were recovered with 1X PBS and lysed with 80 ÕL of mammalian protein extraction reagent 
(M-PER), centrifuged and stored at -20ÁC. 

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 Õg of cell 
lysate and 10 ÕL of supernatant. 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 4ÁC. 
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 Õg of pHLsec-prM, Opti-MEM I and 49.8 ÕL of 
PEI at a density of 5x106 cells per 15-cm plate in DMEM (10% FBS and 1% L-glutamine) 
and incubated at 37ÁC 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 Ĭ g for 5 min and 3500 Ĭ g for 10 
min, filtered by 0.45Õm and 0.22 Õm 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  kta 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 Ĭ g for 10 min, recovering the flowthrough and re-centrifuging in an Amicon Ultra-15 
50 kDa (Cat. UFC905024) at 3500 Ĭ 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 Ĭ 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 Õg 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 4ÁC. 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 -80ÁC for its use in serological assays 

PLASMIDS FOR MRNA PRODUCTION 
From the KFDV sequence (GenBank accession number MG720089.1) contained in a 
pUC57-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 DII 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 DIII 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 IgG-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 DIII: 13.2 kDa was detected using HisTag antibody in reducing and non-reducing 
conditions in cell lysate. The absence of signal in DIII 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 
 Versions corresponding to the structural proteins of the KFDV virus have been cloned 

and tested. 

 Protein corresponding to the pHLsec-prM plasmid has been produced and purified 

to do serological studies. 

 Plasmids for mRNA production have been designed and constructed. 

 mRNA is ready to be produced and encapsulated for its immunogenic evaluation in 

murine models. 

 A platform for in-house encapsulation of mRNA 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. 
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Ganado 

INTRODUCCIčN 
Las garrapatas son artr·podos hemat·fagos obligados de gran importancia veterinaria a 

nivel mundial. Al alimentarse, pueden causar da¶o directo o indirecto al hospedero, 

resultando en condiciones t·xicas como par§lisis, alergias, abscesos, anemia, 

inmunosupresi·n y deterioro en la piel en el sitio de la mordida, Adem§s, son vectores de 

una amplia variedad de pat·genos, incluyendo virus, bacterias, protozoarios y helmintos 

(Jongejan & Uilenberg, 2004; Sahara et al., 2019). 

Uno de los m®todos m§s com¼nmente utilizados para su control en el ganado ha sido la 

aplicaci·n de acaricidas. Durante el siglo XX, los acaricidas m§s empleados incluyeron 

petr·leo crudo, hexacloruro de benceno (BHC), diclorodifeniltricloroetano (DDT), toxafeno 

y ars®nico (Davey et al., 1998). Actualmente, existen siete clases de pesticidas disponibles 

para el control de infestaciones por garrapatas: organofosfatos, piretroides sint®ticos, 

lactonas macroc²clicas, formamidinas, benzoilureas, fenilpirazoles e isoxazolinas  

(Waldman et al., 2023). 

En la d®cada de 1990, se desarroll· un compuesto qu²mico llamado fipronil, que pertenece 

a la clase de los fenilpirazoles, cuyo modo de acci·n se basa en el bloqueo de los canales 

GABA. El fipronil ha demostrado ser eficaz tanto en la erradicaci·n 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 poblaci·n de par§sitos, y de acuerdo con la Organizaci·n Mundial de la Salud 

(OMS) se describe como "la capacidad de una cepa de par§sito para sobrevivir o 

multiplicarse a pesar de la administraci·n o absorci·n de una droga en una dosis igual o 

superior a la recomendada para la erradicaci·n del organismo (Abbas et al., 2014). 

Existen varios tipos de resistencia: adquirida, cruzada y m¼ltiple (Abbas et al., 2014). La 

resistencia a pesticidas en artr·podos es un fen·meno multifactorial, que incluye factores 

de comportamiento, bioqu²micos y mecanismos metab·licos dise¶ados para contrarrestar 

los efectos de los pesticidas (Coss²o-Bay¼gar et al., 2020). El mecanismo m§s com¼n de 

resistencia en garrapatas es la desintoxicaci·n metab·lica, que implica el aumento de la 

actividad de enzimas como la esterasa, citocromo P450 (CYP450) y glutati·n S-transferasa 

(GTS), las cuales modifican los acaricidas para convertirlos en mol®culas m§s hidrof²licas, 

facilitando as² su excreci·n como compuestos menos t·xicos (Coss²o-Bay¼gar et al., 

2018). Otro mecanismo de resistencia es la insensibilidad del sitio de acci·n; se han 

identificado seis mutaciones en el canal de sodio asociadas a resistencia a piretroides, y 

cinco mutaciones en la regi·n GABA-Cl para fipronil (Castro Janer et al., 2019). 

La Organizaci·n de las Naciones Unidas para la Alimentaci·n y la Agricultura (FAO) ha 

recomendado el uso de pruebas de inmersi·n de adultos (PIA) para monitorear e investigar 

la resistencia a acaricidas, aunque existen otros m®todos, como la prueba del paquete de 

larvas y la inmersi·n de larvas (FAO, 2004). 

En los ¼ltimos a¶os, la secuenciaci·n de alto rendimiento (NGS, por sus siglas en ingl®s) 

ha ganado popularidad para la obtenci·n de transcriptomas y genomas completos, 
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convirti®ndose en una herramienta clave para el an§lisis de datos. La mejora en la calidad 

de los datos y el r§pido desarrollo de algoritmos han marcado el inicio de una nueva era 

en los an§lisis transcript·micos (Sahraeian et al., 2017). Los experimentos de 

transcript·mica permiten medir los perfiles transcripcionales responsables de los fenotipos 

observados y facilitan la comparaci·n de distintos entornos ecol·gicos 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 exposici·n a 

acaricidas (Chung et al., 2021). 

La secuenciaci·n de RNA (RNA-seq) tiene diversas aplicaciones en estudios de expresi·n 

g®nica, bas§ndose en la cuantificaci·n de la expresi·n de un gen a partir del n¼mero de 

lecturas de ARN mensajero secuenciadas. Un experimento de RNA-seq exitoso depende 

de un dise¶o experimental adecuado, la selecci·n correcta de bibliotecas, una profundidad 

de secuenciaci·n apropiada y un n¼mero suficiente de r®plicas para el sistema biol·gico 

estudiado. El n¼mero de r®plicas es crucial para la expresi·n diferencial (Thawng & Smith, 

2022). La reconstrucci·n de transcritos basada en un genoma de referencia es un m®todo 

ampliamente utilizado cuando se tiene acceso al genoma secuenciado del organismo en 

estudio, realizando un mapeo contra secuencias conocidas.  

MATERIALES Y M£TODOS 
El material biol·gico utilizado en este estudio fue obtenido en colaboraci·n con el 

laboratorio de referencia regional de la FAO para el diagn·stico y monitoreo de resistencia 

y otros par§sitos de importancia veterinaria, en el Centro Nacional de Servicios de 

Constataci·n en Salud Animal (CENAPA-SAGARPA). Las cepas de garrapatas 

proporcionadas inclu²an: 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 presi·n artificial, con  158.de  factor de resistencia a fipronil. 

La extracci·n de §cidos nucleicos se llev· 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 utiliz· el kit Allprep DNA/RNA/Protein Mini de QIAGEN 

para la extracci·n de ARN total. La cuantificaci·n de los §cidos nucleicos se realiz· 

mediante espectrofotometr²a, y la integridad del ARN total fue evaluada mediante 

electroforesis capilar utilizando el Bioanalyzer de Agilent Technologies. 

La secuenciaci·n de alto rendimiento de los transcritos se efectu· en colaboraci·n con la 

Unidad Universitaria de Secuenciaci·n Masiva y Bioinform§tica (UUSMB) del Instituto de 

Biotecnolog²a de la UNAM. Se utiliz· el sistema NextSeq 550 System con el el kit TruSeq 

Stranded mRNA HT de Illumina para la preparaci·n de genotecas, empleando una 

configuraci·n 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 reconstrucci·n de los 

transcritos se realiz· con los programas Trinity-v2.13.2, SPAdes Genome Assembler v3.13, 

Trans-ABySS v2.0.1, STAR v2.7. 10a, BWA V0.7.17-r1188, Bowtie 2 v2.4.4, y GEM Mapper 

v3.0. 

La cuantificaci·n de los transcritos se llev· a cabo utilizando los softwares Salmon v1.4.0 

y FeatureCounts v2.0.3, mientras que el an§lisis de expresi·n diferencial se realiz· con el 
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lenguaje R (versi·n 4.3.2) utilizando el paquete DESeq2 (versi·n 1.42.1). Finalmente, la 

anotaci·n de los transcritos se realiz· utilizando el software Trinotate v4.0.1. 

RESULTADOS Y DISCUSIčN 
La extracci·n de ARN total de las tres cepas garrapatas, con tres repeticiones biol·gicas 

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 secuenciaci·n del transcriptoma. El proceso de secuenciaci·n 

gener· un total de 139,645,928 lecturas, correspondientes a 10.410 Gb de datos, con un 

tama¶o promedio de lectura de 74.5 pb y una calidad promedio Phred de 34.55. Tras la 

aplicaci·n de filtros de calidad, se retuvieron 138,217,916 lecturas, lo que indica solo el 

1.02% no cumpli· con el m²nimo de calidad. 

Para la reconstrucci·n gen·mica se evaluaron 12 m®tricas de ensamblado, seguidas de 

una normalizaci·n 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 m®todos ·ptimos 

la puntuaci·n m§s alta de ensamblaje de novo y la m§s alta de mapeo por referencia. La 

cuantificaci·n de los transcritos se realiz· utilizando Salmon con Trinity-BG, mientras que 

el conteo de los transcritos se llev· a cabo con FeatureCounts para STAR. Con Trinity y 

Salmon se asign· un promedio del 92.6% de lecturas, mientras que con STAR se asign· 

un promedio del 31.21%. Esto indica que Trinity super· en un 61.4% la asignaci·n de 

lecturas, por lo sugiere que la reconstrucci·n de novo fue el mejor m®todo. 

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 comparaci·n 

de resistente de campo vs control (Rancho Nuevo vs Zacatecas). Para la comparaci·n 

resistente de laboratorio vs control (Vargas vs Zacatecas), se identificaron un total de 

14,175 isoformas, y en la comparaci·n 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 anotaci·n de Trinotate con la expresi·n 

diferencial, se obtuvo una tasa promedio de asignaci·n de transcritos del 39.79%.  

El an§lisis de expresi·n diferencial sugiere la activaci·n de rutas de desintoxicaci·n 

metab·lica, evidenciada por los transcritos que codifican isoformas de la familia del 

citocromo p450. En la comparaci·n resistente de campo vs control, se encontraron 30 

isoformas reguladas positivamente y 31 reguladas negativamente. En la comparaci·n 

resistente de laboratorio vs control, se identificaron 38 transcritos regulados positivamente 

y 61 transcritos regulados negativamente. De manera similar, se observ· expresi·n 

diferencial en los transcritos que codifican para glutati·n S-transferasa, con 5 transcritos 

regulados positivamente y 10 transcritos regulados negativamente en la comparaci·n 

resistente de campo vs control, y 5 transcritos regulados positivamente y 14 negativamente 

en la comparaci·n resistente de laboratorio vs control, la comparaci·n Glutation S-

Transferasa Glutati·n S-transferasa Mu1 mostr· solo expresi·n diferencial en la condici·n 

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 regulaci·n positiva con un 

lofgold2change de 6.7  y TRINITY_GG_14074_c28_g1_i2 con una regulaci·n negativa con 

un log2fc de -4.6, que en contraste con la literatura, se espera un log2fc expresado 

negativamente para baja concentraci·n de xenobi·ticos y un log2fc expresado positivo 

para altas concentraciones de xenobi·ticos seg¼n los el transcriptoma del organismo 

modelo cercano (Dai et al., 2023).  

CONCLUSIONES 
El aislamiento y la secuenciaci·n del ARN mensajero de garrapatas Rhipicephalus 

(Boophilus) microplus en tres condiciones de resistencia y susceptibilidad se realiz· 

adem§s de una comparaci·n de metodolog²as para la reconstrucci·n de transcritos y el 

mapeo, lo que permiti· identificar la t®cnica m§s adecuada para los datos disponibles y el 

modelo biol·gico utilizado, resultando en el ensamblaje de 170,948 transcritos. El an§lisis 

de expresi·n diferencial revel· genes expresados de manera significativa en cada 

condici·n, destacando aquellos relacionados con la desintoxicaci·n metab·lica, como el 

citocromo P450 y la glutati·n S-transferasa, donde se observaron isoformas 

sobreexpresadas y subexpresadas, lo que sugiere la activaci·n de procesos de 

desintoxicaci·n.  
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