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Knowl edge and Attitudes of Veterinarians abou
Meri da, Yucatan
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*Autor responsabl ewvaldygrima. dzul @correo

ABSTRACT
The present study was designed with the objec

attitudes, and practices of veterinary profess
ti-k&kr ne di seases.

Met hodoTlmgystudy included 90 veterinary prof es
were given anThmrl icord | ecteey.data were divided
knowl edge, attitudes, and practice®8ased on

Knowl e®gea: questions about ticks were evaluat e
answered by more than 53% of the respondents.
as a bacterium (58. 9%)t,r atntsemi msanmsn ¢HBOEM) seand
involved in the bacteriumbés |ife cycle (64. 4%
fever (72.2%) and joint pain (31.1%) were high

Based on A82.i2%dreessported having beemiltiyt t(enl . bly

removed the tick i mmediately. 50% perform dail
regularly clean their facilities.Based on

Practbded% use bleachltbiebeaantdthélf aeé foll ow
58. 9% use per sonal protective equi pment
Concl usAlotnlsough many veterinarians in M®rida
associated diseases, therewlagdkgesiagmd fprcantti veas
need to Iimprove continuifhgreceudasieansesn amoanlgs v
to enhance practices and di sease management i n

This study suggests that targeted educational
i mprov-bortrne kdi sease management within the ve
Yucat §n.

KeyworVieg:eri nari an, Ri c k e tbtosrinae, dTiiscekass,e sM®r i da,
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| NTRODUCCI ¢ N
Las garrapatas son ectopar 8sitos hemat - -fagos o

transmitir pat-genos (bacterias, par 8sitos y
Y“l'timos affos se ha observado un aumentopcacronsi d
garrapatas y se ha relacionado con | a expansi
regiones del mund o, debido principal m&nte al
afectando tanto a ani males como personasgdesi e
|l os grupos vulnerables debido a 4ph. constante e

Las garrapatas transmiten pat-genos mediante s
duranbedB8as tras adhe,rsiiresnedoa |laa pialfag5)y he

pr ipmadimentCon el cambi o clim8tico, se espera
enfermedades se extienda a nuevas 8reas |[6].
vigilanci a estandari zada de | as enf er medades
i ncerti dunabrpeo bd mnatcrie nl vul nerabl e, di ficultando

estas enfer medades.

Tener mascotas aumenta el riesgo de contacto
de compaf2a como | os humanos pueden i nfectar
transmdas por vectores [7]. En este sentido,
solo en | a atenci-n de | os ani mal es, sino tam
sobre | os riesgos para |l a salud p%¥%blica.

Las garrapatas y | os npatepgersent@ume utnr gom 0ril teena
l a salud ani mal Y, en al gunos casos, para | a
M®r i da, Yucat §n, donde |l as condiciones <cl i m§t
par 8sitos, el conoesi mdenlt os yv dtaer iancariitousd s on
adecuado de este riesgo. Este estudio expl or a
adopt adas por | os profesional es veterinari os
enf ermedades asoci addea si,d ecnotni feilc aorb j8rteiavso de me|j
diagn-stico y tratamiento. Una mejor capacitac
es esencial para reducir el impacto de | as enf
regi - n.

MATERI ALES YSMETOD

ElI disefo del presente estudi o es observaci onse
Pobl aci - n ylmuestemacas veterinarias en M®r i ¢

participaron 90 profesionales veterinarios de

Reclutamiento deSepatiilcezpanonnas!l i sta de cl 2ni ce
fecha y procedencia desconocidas para inicial
participantes. Dado que se descubri - gue mucl

per manent ement a,nas & YsealeidzZa en Google de A[ con

4
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para todos | os condados potenciales y todas |

|l ista. Se contact:- a todas | as cl2nicas de | a
M®r i dd.nelaaflronteriza que delimita | as regione:¢
el programa de divisiones clim8ticas de M®ri da
Desarroll o de Etaeenicorastiaod.ue desarroll ada me
encusesgamratuito proporcionado por Google, fAgoog
a modo de que fuera compatible con todos | os
encuesta fue proporcionada a | os participantes
La encuestea ZTbnpteguntas abiertas y de opci - -n
cuatro dominios: demograf?2a, conocimientos, ac
en estos conceptos se presentaron en este orde
An8lisis ldesaddtso® bt eni dprsodaeadns paretes de su
algunas preguntas eran abiertas y por t al mo
confusiones en el ang8lisis. Asimismo, el ansgli

y todas bll®s vwartieg - -ricas fueron descritas por |

RESULTADOS

Se contact - a responsables de 17 <c¢cl2nicas vet
el ectr - -nico. En respuest a, 90 personas diero
cont estcaweosnt iednari o (n=90) .

El 66. 7% (60/90) de |l os participantes fueron
La mayorz2a de | os participadi easy ase n(23a2 0unéay oesd ad

(31.1%). As2 mismo | a mayortar idrearliooss e(n6cdu.eds%)a
trabajaba m§ s de 40 hor as semanal es, y el

semanal mente, mientras qlule @gdt 0i3s0.% atend2a entr
ElI 53% de | os participantes tienen un alto niv
effermedades asociadas, destacando que el 58. 9¢
sobre qu® es |l a rickettsias. De igual f or ma

mecani smo de transmisi-n de enfermedades causeé
i che i fic- | as sintomatol og2as principales que
Respecto a |l as actitudes, el 82.2% (74/90) men
y el 51. 1% (46/90) retir - |l a garrapata i nmedi :
el 8% .(79/90) mencion- realizar | i mpieza en sus:¢
el riesgo de infestaciones por garrapatas.

En cuanto a |l as pr8cticas, el 64. 4% (58/90) |

superficies e instabacmoresrdese bae el 2z2adil. 1% (
sigue protocolos de fumigaci - n. El 58. 9% (53/
manej ar ani mal es, y el 95. 6% (86/ 90) promuev

antiparasitarios emdlems ani males que at.i
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DI SCUSI ¢ N

Los resultados de | a encuesta a profesionales
qgue, aunque |l a mayorza tiene <conocimientos S
asociadas, existen notabl es wvari acieonpersoteornc oll @

Un aspecto preocupante es que el 28. 9% (26/90)
partes de M®xico se presentan estas enfer medac
tropicales son particularmente propensas a broc

Respecto8at il ass pde fumigaci - -n, el 33.3% de | os
cada Imeses, pero un 31.1% no respondi- a | a r
profesional es nNo siguen procedimientos preve:t
(35/90) menatohtzar materiales de protecci-n a
serias preocupaciones sobre | a higiene y | a se
facilitar | a transmisi-n de enfermedades zoon:-
En cuanto a | os m®d,o deols 4%. &% a(gdnl /sad) de | os e
PCR como | a prueba m8s com¥%wn para detectar enf
mi entras que solo un 3.3% (3/90) mencion- el u
gue el 10% no t edhegal acsxo nrcuenbheesntdi sponi bl es, 1o
de una mejor capacitaci-n en diagn-stico veter
CONCLUSI €N

Los resultados obtenidos muestran que | os vete
considerable de conocpatiaesnty Isadr enfl arsmegdaa d eas
m8s de | a mitad de | os encuestados identific

transmiten estos ectopar 8sitos y sus mecani s
porcentaje de profesional es giuret orneactoonl oocge? alsa sd
t

preparaci -n e-rica. Sin embargo, l as actituc
mayor2?a ha sido mordida por una garrapata, so
En cuanto a | as pr8cticasi gmrndvermnmttiiwas ,Silgmua I
|l i mpieza y fumigaci-n, y casi todos promueven
gue atienden. Estos hallazgos reflejan un buer
prevenci-n de infestacliaome8r e gserdondenbs ®np sed

pr8cticas para minimizar riesgos.
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BnwWDAC SE UNE AL PLASMSENEIGENRODROLA UNI CN
POTENCI ALI ZA LA ACTI VACICN DEL PLASMI NC

BmMvVDAC BI NDS PLASM SOBEEKE® VIANRGD THE Bl NDI NG
ENHANCES PLASMI NOGEN ACTI VATI ON.

Mari ana AmaMiondbwar@admacho Nuez?*, El i zabeth J.
Mor al es Reyna*, Juan J. Mosqueda Gualito*?*, M e
*Universidad Aut -noma de | a Ciudad de M®xico

**Universidad Aut-noma de Quer ®t ar o
Correo elmanirama.coamaro96@mail . com

ABSTRACT

VDAC is a mitochondri al porin that has been d
previously repombéodog@uad&/PA€ephal UBnWIBRAEC) owlhhws e
expression increases in ticks Bdbesng bntemtn.
addition, we demonsBinwBAE€di mn ha kdévicacyaodci nat.i
are interestethei husecudgnnof this protein. I n
docking, we PBnmneDdACc tbeidn dtishaato Kringle 5 domain o
l igand blotting techniques, we demonstrated t

Addi ti onalullt,s toHe prleasmi nogen acBnVDAICI omcaeasye
pl asminogenTletbvatiog. of BmVDAC to Hplg and
conver $liPbg oMMt o plasmin could hB.Vvebiagi engiescat a rmtn
in tiedkps,ngh the parasite invade tick i mmune ¢
reported for the enolase proteins of several [

Key words

Rhipicephal usmimi cclophdrsi al porin VDAC, plasmin

| NTRODUCCI ¢ N
Las garrapatas son par8sitos artr-podos hemat :

subtropicales de todo el mundo (McCoy et al .,
|l os mosquitos (De La Fuente et al ., 200680 Qgs que
a humanos y ani mal es. En M®Rh icpi, c elpahsa |l u B f ars tc
representan una amenaza I mportante para | a 1in
par8sito puede dafar al ganado directamente
i nfaecsitones e indirectamente mediante | a transm
M®xi co cuenta con un c¢clima adecuado para el -
vida de esta garrapata, por esta raz-n, l a i no
en el contr ol de | as infestaciones de garrapat
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Se estima que m8s de 24 millones de cabezas d

infestaci-n por garrapatas en este pa?s, cau:
rel acionadas con | as garrapatas de m8s de 500
|l eche, cuero y reproducYivasdet galnhado2Q@Ro)Ydr 2 gL
Para poder controlar m¥%W tiples especies y cep
una nueva @mrctuma | as garrapatas. Para ser cor
viable, una prote2na debe cumplir | os siguient
deben <codificar un hom-l ogo altamente <conser:
bl ogqueardelvicdaltoant o de | as garrapatas como ¢

garrapatas (de | a Fuente y Merino, 2013).

El canal ani -nico deh.enmdiice@ayd) AdSe wel thaaj e rdded a d
ant2geno para una vacuna coyas add ava@uamracip-an &
resultados prometedores, mostrando una eficaci
en bovinos infectadBs lyi gemiesdpect ada-$esmodkeert Ort
et al ., 2020) . Las prote2znamp®DA&ntde sempef ame
mitocondrial al regular e'y tMgnanod r®cau |l s ip@me
como ADP, ATPCy tambc®Pompuede regular |l a v2za i
sea oligomerizando y-Cl dbétrcamgpao ndlerametmbaracmmo o

el tr8fico de estBaarmoat®c uvelta a(lSh,os2hOaln7, 2010) .

Adi cional mente VDAC tiene funciones I mportan
Pl asmodi.umvBdP est 8§ regulado positivamesndg e en
relocaliza en | a membrana celul ar BmMBbAgeese§ -
regul ado positivamente en | as c¢c®l ulas del inte
grupos dur ant e Bl abi geRadra2Hpu @ nde,z,2 ®t5)al .Es b
sabido que | os par8sitos intracelulares neces
invadir sus c®l ul as hu®sped, y s e ha demost
pl asmin-geno del hu®sped es un paso cruci al

VDAC ha sido cprmopuuenstloi gando d2l delomphae mikm: i
humano (Liang y Bian, 2016), dEenW®AT podstaounn
al plasmin-geno (Pg) y Si esta uni-n podrza |
ayudar 8n a compa efndreB M mD@AjChedur ante | a infecci
Bbigemina.

MATERI ALES Y ME£TODOS
DOCKI NG PRGTREETNEAE N A

Actual ment e, no existe ninguna estructura cri s
dependi ent e B DAQ)oRdemmwp( usa secuencia de ami
BM"WDAC (GU994210) se us- para generar un mode
SWI SMODEL (Water house et al ., 2018) , utilizan
ani -nico dependiente del BUOUM)apremld defepemccab

9
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se us:- | a secuencia de amino8cidos del plasmin
generar un model o 3D basado en honPoolnoggo? aa bueslar

( PDB: Q5R8X6.1. A) como referfemeiat i lliazedd rauacm
para ensayos de acoplamiento molecular y se s
para | a i nt erparcactie?nnap.r oSee?2uwmtai | i z - como recept
homol BogwvDAC.

Ambas prote2nas sei ptrermpacgair@mofp@é&taazlmai | i zando
UCSF Chi meraX (Pettersen et al ., 2004) , el i mi
cofactores que pudieran estar presentes, | as
en el servidor nHEDDOKTr 2. €t (aa ., 2016). Todos

i nspeccionaron wutilizando el vi sualizador Di s
observar |l as i nteracciones entre ambas prote?
BmnWDAC se prediperdn setriviidonandCASTp 3.0 (Tian
regiones de bol sill o BmMhDAQ rsaen scnoennshirdaenraal reosn daec
l a interacpironepmat e?2 na

| NDUCCI ¢ N, EXPRESI CN Y PURI FI CACI CN DE B MV

( RBMVDAC)

Se wutial iczonsunmr ucBM-DPACp aledvlii/ament e reportada pa
| a prote2na B B\VcDoAnth B iy dDrAtCe cComo publ i camos a |
(Rodr 2Hepue&8ndez et al ., 2015) BnVBEXAeCv esnee nit red u jl oa
i sopbeprli ogapiarcan-sido (I PTG) 1 mM a 15AC dur
c®l ul as compedleartiecshida collia Bl 2l e(E3)se pur i fi
desnaturalizadas mediante cromatograf2a de af.
prime PluscbGGE, HERB)t hLas fracciones recogi das
SDS/ PAGE al 10%, se dializaron y cuantificaron

ENSAYO L I-BBIAONDTI NG

200g de plasmin-gen®dmMibM@ny dedPdlighmidearde sue
comoontr ol negati vo, se resolvieron en 3 gele
el ectrotransfirieron a me mbr anas de nitrocel
bl oguearon durante | a noche c¢oRTwe% nded,|0sc5c% e PEB

T) . Se inaxssbguenconten2an 1, 80g de BHPDAC o BS
purificada durante | a noche a 4AC. Despu®s de
suero bowimibA@nt¢l: $500) durante 1 h a 37AC, | u e
con HBY | asse tiinrcausbar on cobowainhdocoenpogaccddi con
(1:1750) . Las prote2nas se detectaron mediant e
de detecci-n de -Prassféeremeiga, EEIE. uu. ) . Se

contenzammMAPAG oom un anticuer po -HhBIngc(l Dbn&5 0 @)
anitBimVDAC de suero bovino respectivamente como
ant2geno por parte de | os anticuerpos.

ENSAYO DE ACTI VACI N DEL PLASMI NCGENO
Se mezclaron BMBAOgYym[20de&gfml] de plasmin-gen

mi crotubo de 1. 5ml durante 1 hora a 37AC. Pos
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tubo en una placa de cultivo celular de 96 poc
de tPA (activadgendetpbabmr humano, Sigma Al dr

pocillo y se incubaron a 37AC durante 15 min
Chromozyme PL [O0O,3 mM] (Roche, n.U 1037846100
La absorbancianmecdda -2 ami4rOlbt os | os pri meros 1
mi nutos hasta | os 40 minutos, l uego cada 10 m
cada 15 minutos hasta |l os 120 min. Se wutiliza
sl o plasmin:- pgeBmMYDAGNn coORApl asmin- BeVDAACs isn nt P
pl asmin-geno. Se aplic- un ANOVA de dos vZ2as |
<0.0001.

RESULTADOS Y DI SCUSI €N

Las garrapatas tienen un gran 1 mpacto en | a
i nviegsdci -n para encontrar prote2nagaparagp adla sdee
un esfuerzo de muchos investigadores. Anterio

BWDAC est8§8 regulada positivamente y reubicad
gar atam,s mi cropeasaBasbrcgo@Rao dhra2HpuenB8ndez et al

ademB®/DAC es inmunog®nica y confiere protecci
por garr apa38ansc h(eQr teetgaal . , 2020) , por | enque e
es explorar | a PWDALH ed ufrtamdie- nt ade nfecci -n de

par 8sito.

VDAC es una prote2na identificada en | a membr a
1989) y tambi®n ha sido | ocalizada e®| Uhame mbe
et al ., 2010) .

Hay algunos informes sobre | a interacci -nn de V
Gronow et al., 2014a, 2014b, 2013, 2007, 2003)
del pl asmin-geno. En moespradiokhest BgnamAEmn ahe
con el plasmin-geno y espec2ficamente con el
VDAC y plasmin-geno se inform-: a nht uenmai noor meant cee
VDAC es un ligando para el pdaonmai naicot i W5arq uee ezsi
plasmina (Liang y Bian, 2016) (Zhang et al ., 2z

El presente trabajo sugiere que poBmMPDAChaber
Pl asmin- genoBnbIAGBRgd dleaggdapuayv i-x20, 204l kcal / mol
gue 9gwgiuena i nteracci-n espont8nea entre | as n
identific- gue ocho residuos de amino8cidos i |
|l os residuos d ami noBrViDAACCs sceu d oparl tiizcainp g ienrc
regn carboxi l ter minal de | a proteZ2na entr e
amino8cidos se conservan en varias wespecies

anteriorment-dernR®»ddeéguetz al . , 2012). AdemS8s,

enterdread2664. 29 {~2, | o que indica una i nteracoc
del compl ej o. Dado qgue el Yani coO pl asmin-geno

e
(0]
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ensayions vfidtea ode pl asmin-geno humano, s e reall
pl asmin- gaennoo yhuwnmvi no (BPI g) .

La alineaci-n por Clustal Omega mostr:- wuna ide
pl asmin-geno humano y bovino. Para demostrar e
anteriores podr2an suceder, desarroll amos un

demost rBm"WOAE se une espec?ficamente al pl as min
tener una funci - n rel evante en |l a activaci

realizamos un ensayo de activaci - -n del pl as mi
presen BooDAC | a cantidad de plasmina aument - s

10 min. L8&8MUIAGC naldepl asmin-geno y su papel pot
plasmin-geno en plasmina podr2a tener ubB.a fun

bi geminnd as garrapatas, ayudando al par 8sito a
se ha informado para | a prote2?2na Enolasanan v
2011) o | a activaci-n de | a apopt osirdg t(aLip aeta

i nfeccR.- nmideec ofp.| ulsi gemi na

CONCLUSI ONES

Hasta donde sabemos, este es el primer infor me
no mam2fero que interact¥a y activa al pl as mir
entre edsfgaenapatas de i mportancia en | a saluwu
resultados sean m8s relevantes. Se deberzan d

cercano para discerniBnWDACfdocanheebspetchfecade
R. milawpsolp. bi gemi na
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Deefyo expr@esiuma pr ot e? namuletcioambtiyingg@ntieceapi t - pi ¢
contra | a babesi osi sBabhoevsiinaa bcoawissa.da por

Design and expr esqitamg enfi caeamiuwt dnpuilct ir ecombi nant
against bovine babBabesia. baused by

Al na8r d eflack 2 5@ gws i ler n § +8d é*zM ge IRondar 2-fare¥zes
Al mBo s Bama-$0s,aoR Aloej aRuiMmanz &anavM Hod aRwfzh nt i a
Quet zPaRIrtAiz me’jMlaas s ar dyJUWetho squéedama. cardenas @uag.

laboratorio de I nmunolog?2a y Vacunas, Facultad
Quer ®t arbgctQrroado en Qiaesnc iFaasc uBitoald- gdie Ci enci as
UAQQuer ®t arr@GuerQro .Acad®mico de Salud Ani mal y |
Facultad de ciencQaer ®fadlomsdt@stputUlAQe | nvestig
Ciencias Vet erMenxdrciad™ ®gp®BMmMBEGt o de I nmunol og?a,
|l nvestigaci ones Bliound®&di cde¥ MREUNAMd de Medicina
y Zootecni,a,TuUMNA@H Gu tDoRertroerzaadoCHInS.Ci enci as de
de | a Salud Animal, Faazwil a ayl deotMEdmuidad adNAMer
M®x i %@ ai mal Di seases ReARS,r chhulUnman, U8DsAhi ngt on

Abstract

Bovine babesiosis is-boh@emesatt]| mpdi samatset wok |
across tropical and subtr opRihdali cregpohcakl ussi swhen ée
Babesi osi sBahbhased ebspuvlitss i n t he monsitf essetvaeri e nc |
devel opmengte noefr an@axtn vaccines represents a saf
combating this and ot her di seases. Al t hough
stablishment in both cattl e anads tiincdkisv ihdauvael bv
andi dates has yielded unsatisfactory results
ntigens from the pathogen's |life cycle repre.
hi meric proteim gialkioop skk@depapdt i des -ceeddt-ainmdi nlg
el | epitopes Bf.r obmpv8o skii fnfser eenatc h peptide' s i n
i ol ogical effect having ibneesdelpircgoni bnsl wudedabpu
f mol ecul ar wei gantd, hiysdoreolpehcitliriicc tpyoi Mt synt het i
sequence corresponding to the chimeric protein
aBacilluexpukesisliion system. Tnhue | reens uldte vgaesn ea eln
37-d@mi no aciind pmiothe a predicted mol ecul ar wei gh
point of 5.07, predicted as hydrophilic. Thi s
culture medisuwmrtaflsfsor med with the chimeric ge
speciamnti bodi es.

O T OO 29 O o
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Pal abrasBLbhawipat opes, vacicn nsei,l iccha.mer i c,

I
L

b
c

ntr

oducci - n

a babesi osi s bovi na es una enfer medad tran
protozoarios intraeBabe®ic@mrtiamrdiopa |ldneel n& gl®acear uos a d

ovi
| 2 n

s, Babesia bigemiinasipnbBdobesgaedgeaergans$ os
il cos m8s graves. En M®RhcCcpickpdaasesapaet as

enf ermedad, est8n ampliamente di st riicbausi,d also gogu
expone de manera constante al ganado mexicano

p

ar a

esta enfermedad se basan en sangre Dbovi

desventajas en cuanto a manej o, bi osiegluadadsad
adem8s de no estar di sponi bl es comercial ment e
vacunas utilizando i ngenier2a gen®tica Yy bas

d
Vv

i f e
i ab

rentes etapasBalleds éapcdrof idlea vd admao duengau raa ,t er
|l e v sostenible par@Baecobbait i 20@4;t aJad nMe s gnu

201 2; Rodir v gaulegt .2017)

Las vacunas basadas en prote2nas recombinant es
el propi o pat-geno respecto a seguridad, su f &
adem8s de que se pueden obtener prote2nas to
acuerdo con objetivos en espec?2fico. Sin embar
Gramnegati vin.s cpalmae tr aer ciertas desvent aj a
encuentran prote2nas mal pl egadas, tener modi f
gupueden hacer a | a prote2na de inter®s t-:-xica
o ser degradada r 8pidamente. En este sentido,
en | a bacteriB. Gsrusbhdpiolgiiestciomaoci dos por ddcenegde un
secreci - n, altos rendi mientos ((€i ¢gr&dBoOotPk vay,
Souzalet .2021)

Vacunas multiepit-picas, basadas en p®ptidos
desarrol | adase perne wiragmen i sBraobse,ssiicadimlxaorpd sa sama g o n d
Pl asmodi um ,f ad leti @rair @ammd o resul tados prometedor
desarroll - un candidato vacunal experi mBgnt al (
bovi shasado sncoepgéeowmwadas de proteznas del par
invasi -n de eritrocitos, i nteracci-n con el s
omo en | as c¢c®l ul as i nt es(tbhrnadaers. ,edte2 011 ; g alr.r avo
al , 2012; aMar c.e2lOhNln2pjaretti r de secuencias repoc
rote2nas, TCTP, RDN_2, HARMAQA-1,y MEBRAAP as-d, ysedAP
el eccionaron tp®pdd dB sy cTompreepd?i chos a | os cual e
u l nmunogenicidad vy efecto bi ol -gico de | o0s
el eccionados sa@& eads awbl|l @aowsatructo qui m®rico,
ecuencia dec ndiicfliecantdeosy se obtuvo en un gen
ara clonarse en un Bistsamd ide sexpresi -n de
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MATERI ALES Y METODOS

DI SEe O DE LA PROTECZNA QUI MERI CA

Los p®ptidos seleccionados de | as prdt &d®Rnas Er
1, MSCA v HSP20 se usaron par a diirms ediadrs cum®p tpirdoot:
seleccionados primero fueron agrupados por an

para ser evalwuados con | a finalidad adceo mood ogse n e
de p®ptidos se analizaron en | os servidores de
una regi-n yuxtapuesta como ep2?topo B por mS8s
orden | os p®ptidos. Si con est a se syturxataepguieas t e
afadi - una secuencia espaciador a.

Una vez obtenidos |l os grupos de p®ptidos de tc
identificaron ep2topos yuxtapuest os, se prosi
mi smas instrudesonesaantesa vez seleccionada
gui m®rica, se predijeron sus cualidades fisicc
El gen que codifica a |l a prote2?na qui m®rica d

par a obtenerse @8 m2udni covecat o Ge npelAr t de Ther mo
(Regensburg, Al emania).

Generaci-n recombinante de | a prote2na qui m®r.
El gen sint®tico se amplific:- mediante PCR cor
restricci-n para | as enzimas Sacl y Xbal, para
pBE ( TaKiaor al nc. , Kusat su, Japan), en a rpd f8osrmmadro
c®l uH.ast®©OPl0O | as cuales se crecieron en agar |
colonias obtenidas se realiz- PCR de col oni as
una de ellas se creci - en medi N pBasmhdiaemep. cA
ADN plasm2dico se | e real i z- una digesti - -n

posteriormente insertar | a mezcl éBide ImMm&pt,i Kauss «
Japan) y se |ligaron <coeBn oell nki.t, UKeups&dxsiuobha (Tak
pl 8smidos con diferentes p®ptidos sefal se Uus
sembraron el agar LB con ampicilia. Las col oni
se |l es extrajo ADN plasm2dicéueDucsadoADHEr@ml as m
c®l WBl.as uRItK 1285, | as cuales se sembraron en ag
y |l as colonias obtenidas se sembraron en medi
horas a 200 rpm a 37AC. P otsrtiefruigo-r npeanrtae seel p acrual rt
cultivo del paquete celul ar. Con el -mAR@EOoOy de

Western Blot para detectar | a etiqgueta de Hi st
Resultados y discusi -n

Se consigui - eosambid aguium®@r pca con 16 p®pti dos
descritas, no se identificaron ep2topos yuxtarg

gue no mostraba i dentidad con prote2nas
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BbovCHPv14. 2.8, uesta poot &8%r2a aeni no8ci dos, pes
Kda, punto isoel ®ctrico-0d&9®..07 e 2ndice GRAVY

El gen que codifica a | a prote2na recombinante
S junto con |l a librerza ddOp@mptl iodBa aa sudkall .i sS
contenzan el gen qui m®ri co. La presencia de |
medi ante el reconoci mi ent o -keisspeer? fealcomediro add |

|l as colonias 1,2,3, 7,8,9 y 10.

Este conjesntld ad®esr muestra un gran avance haci

recombinante eficaz contra | a babesiosis bovi
gui m®r Baz i éhus s8ombsi Btema de expresi-n sin en
sobre otros sistemas bacterianos, ya que per mi
costos de (pPYaoawlcc,j : 2®2h) embargo, futuros estu
en | a evalwuaci-n inmunog®nitca vdWwetmBdowCHhrRwlad . Z
determinar su capacidad de inducir una respui
bovinos. Fipeabmgonsedel nosutralizaciBabgsidashadvio
ser8n cr2ticos para validar | a eficacia de es|
bien estos resultados preliminares son promet
vacunadekeplenl a confirmaci-n de su inmunogenici
en model os( Rali marl e& McEI wai n, 1.995; Vos & Bock

LI TERATURA CIlI TADA
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Applications of proteomics t aloduervneallo pofn ePw og eenoe
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EVALUACICN DE LA I NMUNOGENI CI DAD DE PE£PTI DOES
CONSERVADORHIDH CEPHALUS MYCBBPBUSEFI CACI A PAF
REDUCI R LA CAPACI DAD REPRODUCTI VA

EVALUATI ON OF THE | MMUNOGENI CITY OF PE®CHUIDES W
EPI TOPES RHReMCEPHALUS MAGNPROFAWMHES R EFFI CACY TO R
REPRODUCTI VE CAPACI TY.

E, Castvaldhid ahHcaGoQlzedmen, MeNBdHPE@ E, Sol |l anc
MenditEtlJa MiMgnddédRa Ji mMRmedMosquedad Juan

l1Maestr2a en Producci-n de Bovinos en el Tr - p
Zootecnia No. 2, UAGT o, 2 Laboratorio de I nv
Facultad dMatCireanlceasa,s Uni versidad Aut - -noma de C(
de I nvestigaciones Forestales, Agr2colas y Pe
del Guadiana, Durango.

23500312@uagr o. mx

ABSTRACT

Rhi pi cephal uwud smi &krnoopMnusa,s t he cattle tick, 1is
than half of the cattle population, mai nly 1in
health by being responsible for transmitting
anaplosim, and therefore causing significant e
Currently, there are different control met hods
of vaccines. Il n this work, the i mmunegeadci't
peptides, <«<centdtaiepRngpBReswoap|l @val uated as well &

in reducing the reproductive fitness of this
i mmuni zed subcutaneously with 1®0mm@g cdfale adlj up
Four i mmuni zati ons weay iamptpeineal swilhdt wklen e e
Subsequentl vy, bl ood serum samples were obtain
used to perform indirect ELI SA andbyeval tat det

efficacy in reducing thRhe miecpgomues,i ofe ctapamt It
adult ticks were artificially fed with serum
feeding period was over. Reprodecghtvteoparagmet
hatched | arvae were then evaluated.

Pal abr asarnmnctliacvueer pos protectores, garrapatas, V

| NTRODUCCI €N

La gar RApataephal wress milcrporpilnucsi p al ectopar 8sitoc
bovino, | menhei pa zonas tropicales y subtropic
poblaci-n mundi al de bovinos se encuentra 1in
RodriVgwveaenl et (2DdMBgssi e y DelEso,ge2eta) , | as
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resentan un problema para | a salud, tanto d
il vesbrese, debe a | a gran canti da(dRadr 2eqadf ez r
aal et (2DCalidl)et, . 2ENDO el casoR.pamitcircoupd gursedent a
esgo potencial por ser responsable de transm
tre | os gBabeaesisda Bladreiss a by 4gemphasma mar gi |
(Bet abthwwcrutrado 3yR2G@isr, alzcdd 9)

Para combatir | as infestaciones de garrapatas,
acari tAbdbmazaln. ,et(2adBs@ml ., .20LDX) cuales no resu
eficaces, ya R.uemihohya pthnueda?2dao una resistencia ¢
convenci(obneallesa Cr uazl .02 azOEx3t)st en alternativas
denominado contr ol bi ol -gico el cual consi ste
directamente a | a garrapata, entre ell os est §n
tomado r elreavanncoira ipgauar | os efectos negativos ¢
(Sami ah.et 2004)

Tambi ®1 se han probado vacunas de prote2nas r
alternativa bastante atractiva debido a que r
en conjunto comvear@irarcdldes mguede i1 ncrementar s
periodo de( @pllvEmcAalml | ap@d22ual mente se buscar
garrapatas que puedenndaunmgamaael coommot ramlt 2ge e
(Guerrealr.o, e2012)

MATERI AL Y METODOS
ANI MALES

P
S
Vv

D - =

5 - -

Para el desaf?2o0 de inmunizaci-n se uti lIBiomsar on
taurusEstos ani malleshapger tckenleckenstaituto Naci on
Forestal es, Agr2colas y Pecuarias (I NIFAP), C
ubicado en Durango, Dgo. M®Xx i co. Dicho hato
ani males seleccionados ygecemcaoamt paaniaaci al f
se mantuvieron en pastoreo extensivo en | as mi
DESAFEO DE | NMUNOGENI CI DAD

Se prepararon | as dosis vacunales por cada p®j
y emulsi-n detge®p)tidn ¢maa soluci-n a@ed edsla, C
ant2geno respectivo y un volumen final de 1
acuosa conformado por |l a diluci-n del p®pti do

[

una fase olaosaalparautiliz- BUhSAdYUVavGe( Sep

Francia), que se emulsion:- por sonicaci-n. A |
consisti- en partes iguales de buffer PBS y el
p®ptitdesy ani males como control. Los animales f
un tot al de 4 veces con intervalos de 21 d?2as.
antes de cada inmunizaci-n y 12 d2as posterior
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ANCLI SI'S DE | NMUNOGENI CI DAD

Las muestras de suero obtenidas fueron anal i za
determinar | a respuesta de anticuerpos para ca
se utilizaron placas de ELISA de 961Qp@mbz0Is,d¢dla
p®pti do di luido en buffer de carbonatos ( ce
concentraci-n que egmtilla(epneveamemnte2 estandar
p®ptido) y se incub- a 4AC durante 12 hawas. D
l os pocillos con 200 OL de buffer PBS Tween O
se procedi- a bloquear cada pozo con 200 OL de
di suelta en PBS Tween 0, 005 %. La pl aca0Grepmubr
durante 1 hor a. Transcurrido el tiempo se pr
agregaron 100 OL de wuna diluci-n del suer o sa
diluci-n de 1:500. Cada muestra de suere se e
incubar a 37 AC agitando a 200rpm durante 1 h
100 Ol de wuna diluci-n de 1 gG H+L con HRP de b
horseradish peroxidase) en buffer PBS OW&en O
para nuevamente incubar a 37AC con agitaci- -n
procedi - a realizar wuna ronda de | avado final
c2trico, fosfato de sodio dib8sico gadp®ti deonp
se dej- reposar por 25 minutos para posteriorr
a una | ongitud de onda de 450 nm.
RESULTADOS
Los datos obtenidos en | as pruebas de ELI SA i
vitelogenina tespaeeshausignificativa a partir
caso de Vitelogenina 1 dos de | os tres bovino:
|l a segunda i nmunizaci - n, para | a tercera i nmu
anticueypa@as? l a mantuvieron. Para el caso de
presentaron anticuerpos espec2ficos al antz2g
i nmuni zaci - n.
Vitelogenina 3 solo dos bovinos tuvieron resp
inmuni zaci -n, en el caso de chitinasa 4 solo wu
tercera inmunizaci-n. Todos | os p®ptidos fuero
no presentaron respuesta contra ninguno de | o0s
CONCLUSI ONES
En el presente trabajo se demostr - gue | os |
anticuerpos en | os bovinos inmunizados. De | os
2 y 3 generaron respuest a en al me gaisn dd o s
i nmuni zaci -n, mientras que | a quitinasa 4 solc
Bl BLI OGRAFC¢A
Al mazan, Cc. , Aguil ar Tipacamu, G. , RodriAuez,
(20U8Ymunol ogi cal conbooheofli seabegsantati ¢ckmpac
produd¢tioomn. ers 528 B) odBHEAmMcodttps://doi.org/ 10
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BACTERI AS DE I NTERES CLCNICO TRANSMI TI DAS P
MUNI CI PI OS DE CHI HUAHUA CON CASOS DE F

BACTERI A OF CLI NI CAL I NTEREST TRANSMI TTED BY -
OF CHI HUAHUA WI TH CASES OF FMMR

| . Valeria Chad* arErrzia kBednec oJveos %s 2,deM.Lubdav iSda nMe
Z%YEgaL. Janet Montadarliger m§n Caz’mo G .ae | &BEnsapt i snkoy
Solk2sCarlos A. Rodr3aguieer AAhar GanzGa HWeérnrmgs§ mdeaz N

Moor #1 IJ-an me R. Adame Gall egos

*anai |l : i bencomo@uach. mx

lFacultad de Ciencias Qu2micas, Uni versidad Aut
2Centro de Bi otneiccnao, | olgn?2sat iGeunt-o Pol i t ®cni co Naci
S°Uni dad de I nvestigaci -n Entomol -gica y Bioens

‘Laboratorio de Citometr2a de Flujo Sede Chihu
Aut -noma de Chi huahua.

'’ nstituto de Ciencias Biom®di cas, Uni ver si dad

ABSTRACT
Ticks are vectors of pat hogeni ocni miat¢ s0 0 rDguaen itsa

increase in cases of TBD, the identification i
support the control of these diseases. Therefo
evaluate theRpc&eBobHdnlaer pdamtBari camiim ti cks fr
Chi huahua. Ticks were collected from munici pas
performed for thRe cikced ptsii fhiroant iSopnotdafed Fever G
Typhus Gr Bwup reiGipdan@Bédr | camia n addition to th
16S ri bosomal seque ROl pg c ePpahmag widh eculkds Wwed 2 col |
in 2022, mainly from Nuevo Casas Grandes and
Ri ckeSHRG, arlBrofedr gdamide 2Bh nifcalmwas f ound. Of 3
samples from homes with confirmed clinical <cas

f oRi cke$SREG. aThe tot al mi ni mum range RBfckefesta
SFG, 2. Bb%rfgadrantiebi B.&%cahoslhi s work gives a pre
of the pr&vakedkR@iaanfd. TGuUr cachddr. f erami muni ci pal it
Chi huahua, which may contribute to the control

PALABRAS CLAVE
Ri ckeEhsi Bohriree lgiaar r apat as, Chi huahua

| NTRODUCCI ¢ N

Las enfermedades transmitidas por garrapatas
padeci mientos zoon-ticos que afectan a humano:
gue pueden ir desde casos | eves hasta severos

domrd exi ste el trasl ape entre garrapatas, gue
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agente etiol-gico vy el hospedador reservorio.
garrapatas de diferentes g®neros y especies h
desl gue se encuentran animales dom®sticos y si

roedores y perros. Ocasional mente, | as garrapa
pat - genos; sin embargo, son considerado® hospe
del ciclo biol-gico de | as garrapatas (Rochl ir
Las ETG son producidas por pat-genos bacteri ail
a trav®s del torrente sangu2?neo a varios -rgar
por garasapel 90% f or ma Riack et tdAaina @désa af magti d d easse
Spirochae(tRaoccehalei n & Tol edo, 2020) . Causan |
caracterizadas ©por fiebre, dol or de <cabeza,

particul argastsd®dnnomasi nales como v-mitos y do
gue puede |l egar a ser severa e incluso mortal

Las especieRidéalequye®nprionci pal mente provocan en
se encuentran rdepmas odeaedel dsosFigebres Manchadas

T2ficas (TG) aungue existen otros grupos. Uno
humanos reportado®Ri eketAtm®ir,a caag emnldeet t ca s al de
Manchada de | as MoMMRYas DRveosas ¢€eBbEkdcilexshdal
causan enfermedadé&scharndr flpaumawmesa. | a ehrlichios
humana caracterizada por fiebre, mialgias, dol

el diagn-stico sueolse sc2onndfruonmteisr siRaboorneedst et Amay a
La enfermedad de Lyme es Baerarseloina dlb uapopalsoirl daeabiae

humanos s2ntomas similares al resfriado y el €
EPI DEMI OLOGEA DE LAS ETG

En M@®xise realiza el reporte y seguimiento de

de | a Direcci-n General de Epidemiolog2a. En e
nYmer o de casos de FMMR y el cuarto | ugéae en
2024, Chi huahua ocupa el tercer |l ugar casos ¢
( DGE, 2024) . Existen estudios realizados en d
gue han document add®i £t ketptr.sRksa& nreipcpkhedlaiscih Aa spp
phagocytyppdridelm a énrgdor apat as, perros o ani.
resulta i mportante ya que |l a identificaci-n d
garrapatas, es indicativo de |l a cartukat-arn( &e
Guti ®rrez et al., 2021).

El i ncremento en | a incidencia adem8s de | a f
convertido a estos padeci mientos en una preocu
al i mpacto sobre | a.sadalaudrigamanrzacy -aniMmnaldi al

desarrol |l el concepto de AUna Salwudo (One F
circulaci-n vy diseminaci-n de pat-genos entre
de |l a salud p¥%blica.e Cosms bhesei mporetsareciceaf®lgue s
de | as poblaciones de garrapatas y de | os pat -

geogr 8ficas para el desarroll o de estrategias
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Por | o anterioagt uveasl iizmporetlande®enoci miento de |
bacteri anRisc kceotmios i ay, BoKE hrrall iitaha va®s d a i denti
mi croorganismos <circulantes en | a zona y de
estrategias aprobpdasamehaeradapn d h
expansi-n de | as garrapatas y por o tanto de
|l o que el objetivo de este trabaRbckeetsaall spp
Grupo deblas W®Manchadas ( SFG) y GrupoBodeg el asa
burgdgEheti chema gamiapatas de zonas con repor:
muni ci pios de Chi huahua.

MATERI ALES Y ME£TODOS

RECOLECCI N DE GARRAPATAS
Las garrapatas dee doenc cli é¢ctosr aomn casos sospech

munici pios del estado de Chi huahua. Se removi
perros de cada domicilio. Todas | as garrapat e
recol ectaron datgesogdesfliac aulbyi daiarn de | a recol ¢
|l as garrapatas a nivel de especie fue reali za:
de Salud de Chi huahua de acuerdo con | o0os crite
EXTRACCI ¢ N DEN®MWMINCG

Para | a extracci-n del ADN de | as garrapatas s
domicilio. Las garrapatas se retiraron de | os
agua destilada est®ril y se dejasogaseapnt aka s
medi ante disrupci-n completa wutilizando un h
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Ger mantown, MD,
acuerdo a |l as instrucciones edkely flaabrciaclaindaed dle

cuantificaron en Nanodrop One (Thermo Fisher S

DETECCI EN DE PATEGENOS POR PCR
La amplificampBaRi d&leddlsmngar upo de | as Fiebre Ma

Grupo de |l as FGebsesr€®alieaseoTuna reacci - -n a
primera reacci-n | as concentr acilO,n2smMidel &NTHF
>m de | os cebadores rompB OF y rompB OR, 0, 05
Las condiciones ndd uemmplni:f ideasacmnaturalizaci - -n de
ciclos a 95 AC por 15 s, 54AC durante 15 s vy
durante 3 min. Para | a segunda reacci-n |l as <co

1,5 mM de MyPXlie dNTPBPm,de,DbomepBs SFG/ TG I R, rom
y rompB SFG | F, 0,05 wu/ ml de Taq ©polimerasa
amplificaci-n fue desnaturalizaci-n a 95AC dur
durante 15 s, s56yAC72dAuQ adnutreanltSe 30 s, Yy una ext ¢
La det eckhir-ln chadaa rcaal isz - con | a 18mMp IriRMNIMc & @is- n
concentraciones f 3 nal snM e NETMRMr, MECRIE i E2ZBRC A

0.05 u/ml Taq polimerasa y 30 ng de ADN. Las ¢
35 ciclos a 94ACc, 30 s, 63Ac, 30 s, 72AC, 30 s

|l a detecciosmpddaBelr rg@géma ,bulragsd ocrodnrecreentraci ones fi
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MgGl O0.2mM dNmBs, p0i @Brs BSLF y BSLR, 0.025 u/

de ADN; l as condiciones de PCR fueron 95AC por
por 30 s, 72AC por B®&| sdg UINAC exd-Mmndlmins f¢tOr &
2019,; -Guasa®rrez et al., 2021).

SECUENCI ACI¢N DEL GEN 16S RI BOSOMAL

Se secuenci - |l a re¢/id- dehi pmernv alr6i Sa brlieb oMs30 ma | d ¢
secuenciaci-n se realiz- Genn-eni cCee ndterlo IdReN Bmeodtie
| 1| udne nmcuel de gwowA as del fabricante.

RESULTADOS Y DI SCUSI €N

Se
co
Rh
28
en

A
bu
Ma

Lo
fu
Gr

En
Ca
en
Ri

n
[

Do O
—

8}

O 0 o0 nm

recolectaron 1961 garrapatas duras totales

casos probables de FM3MRuale Fwernecn pi dsntdief
picephal us Ilsangmpownleass obtenidos en cada munr
en Buenaventura, 13 en Casas Grandes, 79 en
Hi dal go del Parral y 1 en Villa Ahumada.

adret ilros 208 pooles analizados, se obBuvo wur
gdortleti 2B paarad | 1 Rchadalsi &r upo de | as
chadas y RlieckedepsairGga upo de | as Fiebres T2fi ¢

muni ci piyoosr ecso np rl eavsa Rmead kc éSaRs3 pEa.ryaBanbar gdor f e
on Ju8rez con prevalencias del 10 %, 2. 5%
ndes con prevalencias del 15%, 2.4% y 10. 8%

el an8lisis prelemuenaci dei 14 geoléS pobbosom
as Grandes y Nuevo Casas Grandes, fueron id
ont Dapdlor i ckett sina 1lMa sp@odeaed,il a e rb u 7 n etoioil e s
kedpgmsiean 6 Cooxdledhsk,pearx i5 pRiot kst t ina la kparoil y
kettsi a emonlt apnoeonls.i s

determin- un rango de infecci-n mRint¢c hhat gene

SFGB. bur gg&ortmemsgecti vamente. De 35 pooles de

domicilios con confirmaci-n de FMMR (medi al
7% f ue Roiocskiet3iRvGo a&n el 9.09% de 44 pooles d
artados palr al NNDVRVER speo Rii dekre8 R Gii a:- a

O

identificaci-n de posibles microorgani smos
i mportancia en salud p¥%blica, ya que desdc¢
ocer | os pat-genos daei rCchu lhaunatheusa epnarlaa orrd gin-t
nica de pat-genos de enfermedades transmit
ontr - una prevaRenkepédgiecdnelcd% nde al Gr upc
chadas, l a cual es mayosr tambagomparreail i adca
de | a prevalencP@r éneetledl 5% 202Ppkz Esto pu
rapatas de este trabajo provienen de zonas
o, |l a prEevalheercdal @2 %gumemeportes previos
prevalencia de 7% en-Amayaosgt deBl. Cdbuxga®irefze
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tuvo una prevalencia del 7%, mayor a | a report

Janos donde se ideetifBbbBc muentrds 280 oveR.i ent e
sangui(neuyR®r ez et al ., 2019).

Uno de | os pat-genos encontrados por secuenci a
fue. burnelticual es el agente causal déaba fi
garrapatas de forma transov8rica y transestadi
|l as garrapatas, por l o que es un hallazgo inm
Rickeftausi menos abundantCexipgekéerm!|t rgaGbnaejroes haant er
planteado |l a hip-tesis de | a competencia entr
garrapata, | o que podr2a expl i cMar tsail Ide tf eate nacli
Se observ: gue | a cantidad de casois- ncocndn rilma:¢
muestras de gar rRipake8siGpioaeictoil wvad aadas del mi s mc
se produjo elLocastbvec| dni poede deberse a que n
encuentran I Rfectadottreooipat - gedneo,e xlpd iccuaarls ep wea

rango m2ni mo deRiicrkfeadetsii@krGpawua de 2. 10%, si mi
con casos end®mi cos dMeorrailcekse tetts iaods.i,s 2(0Ar9)e. g a

Los resultados de este estudio puedem cao dter i k
transmisi-n de enfermedades por garrapatas en
tuvo inter®s en el abordaje de | a probl em8ti ca

Saludo debido a que es necesari o tsangdmiari dos
R. sangan n@huishuahua.

CONCLUSI ONES

Este trabajo proporcion:- un panoRBmkedda il @i n
grupos SFB. ybudrGgydeo.r feeani snuni ci pios de Chi huah
identificar otros posibles pat-genos en garr aj

al desarrollo de pol?2ticas de salud p%Wblica |c
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ABSTRACT
Rhipicemhal aiigd us he primary vectoBotod \‘wewti re 4

pathogen represent severe economic | oss for

mi crobiota is a novel, promising approach to i
tickpsiofgf siability. The present stR.dymiexraag Inwe
dur Badpesi ai nbfoevcitsi on. Two calvesRwemecrapetased
with one calf subskR.qukkaviingg oir gfealc tf @ednawictetdi ak s W
di ssecteandath7’20r s-rppbetion. Tot al DNA from mi
sequenced wusing the Il lumina Mi Seq platform .
Net Swan R packages. Results indicated tsheat un
mi crobiota in comparison t-oephtéecbaedttitmeker atn
at 72hheplosti on. Net work topology also showed
infecteth pwepT2tion networks. Thentreahitiyevabi
the network nodes all owed us to identify 6 key
O-h infected group, and - iknefyescttoende gtraoxuap .i nA nmtoheg
taxa fouadtwhsacil |l asad Bwheheadhdhgiel bt er. The pr

study showed Bt hbiowhbhaethi bhephdeétposnt ti me are f ac
i mpact the diversity amat wanphlodcdigyal sfo ti hmg amitcr a
t axa.
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| NTRODUCCI €N
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En

S garrapatthepan8sitos hemat -fagos obligados
opicales y subtropi(SahesssbhnéodoRakfmaandd) d
pacidad de permanencia en el ambiente, modo
m¥%l ti pedantheos han hecho gue | as garrapat a
| ecci onadas como vect oBadbediea pagp .gendéds amxloa
ckettenareppist®ada, .2015)

M®xliacogarr apRhiapicwerpahal ues mi ar gulrusapat a d

i mportancia para |l a salud del ganado bovino, &€

na
ec
y

20
de
i n

ci 65&NASI CA, LROs23i)nfestaciones de esta garr a
on- micas en | ayihSous¢eos aslecaasaede | a p®rdid
en |l a industria de | as pieles pé¢Cal aanbest ot
1.9)En M®xico, | as autoridades hanllal ogwédaca -«
garrapatas y disminuir su impacto (as? com
dustri a SOEBNAASdeGAa, e0 2 3PuaRl. macemgpdluspri nci pal

deBabesi aybambvassi a bi gamsaates de | a( ibldmweknieo s i s
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otozoa., oLa&20da&@h)esi osi s bBvibpaBi Shugaciangner un
adriococl éaracter2stico que incluye fiebre agu
tericia, anorexia, abortos y(BachkhuettalEhel 28
rtiBul dpvioso@aar cs nerviosos a causa de agr
fectados en <capil ares( Bouclkmoetar.a P ayr aZz @0we bt raar |
mpl i caci ones causadas por | as gnasrnmi at peant a S 0 ny
cesarias estrategias de contr ol efectivas,
rrapatas en el ambiente y |l a transmisi-n de

uso de acaricidas es el m®t odo de control
tual mente. Sin embargo, el Uuso Iirresponsab
arici-n de cepas multirresistentes, a |l a co
seesctpol i n(iGraadforeets @Aausa2@@4esto, nuevos m®t o:¢
do desarroll ados e i mplementados con diver sc
cunas en conjunto con m®todos previamente ut
|l as i nfestaciasmes €Sn nalegnbmasgog |l a variabi
ados ha impedido un uso (eMderinmdo det d®leesga@k
ner a, se ha planteado el uso tanto de vacu
combinantes pasaefedtois de | a babesiosis bc
sventajas como el alto costo de producci - n
S vacunas vivas atenuadas, como | a necesi dac
combinantpes) dlmams ui ms o Jgaernaemialllioz aQlrot i z et al
mo respuesta a esto, se han |l l evado a <cab
trategias para el contr ol de | a garr aspaeaetla. L
o de vacunas dirigidas a |l a microbiota de | a
e, trans i nmunizar al hospedante mam2fero,
ntiene anticuerpos dirigidos a uincueamnxpms cd al
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capaces de <causar di sbiosis en | a microbiota

nutrici-n y fecundidad de | a garrapata, as? <co
B. byB.i sbi gleMatre(he s n8ndez et al ., 2021)

ElI objetivo del presente trabajo es el estudio
deR.mi craogplas® como el cambio en |l a red mi.crobi
bovi ’lurante dos etapas clave del <ciclo de 1 nv:
composici-n de | a microbiota del vectomosas? ¢
es esenci al para determinar | 0os microorganism
vacunas contra microbiota, as? como asegurar |

MATERI ALES Y ME£TODOS

Il nfestaci-n e infecci-n de bovinos

O
o

S becerros mayores de B5bimekgsdedpemengsl| i br
Bahesi.a fsupegpr on i nfestadd®s amdrc.rlolpglowdsd el hos ako
posterior menB.e biomefdescamtdeo tcroamnsf usi - de u
trocitos infectados. Ambos bovinos se mani
€es0o a agada Yy idwrmadtae el periodo de infestac
ado de salud de | os bovinos se momidcdase- -ddai
sentar s2ntomas graves.

o
® —*+ O T ®d® S

- n O - C

(2]

hembras repletes fueron colectadas dur ant e
bovino infectado. Las garrapatas <colectad
estigaci-n en I nmunolveeg%sa demdVaauunao» mde dlea Q
procesadas. Las garrapatas fueron | avadas
i didas en 2 grupos: el grupo de O horas, qu
I grupo de 72 hor aur@und ef w&r din ai Mcu bAaCd acso n
80% antes de ser disectadas. Las muestras
ado de infecci-n y tiempo post repleci-n en
as 72 h (72HN)h, (iOnHle)c tea dansf eac tlaadsasO a | as 72

- ® S — QO

— = —0p < = <

(7]
D
O

n de garrapatas, extracci-n de DNA tot

o

ecci-n se |lev:- a cabo fijando | a regi - -n
zona ventral pbateaiarrdbal aBagaregapat a:
e longitudinal y se retir: el i ntestin
(PBS) est® 01 A@. skosal imatcesiti mos congel a
mi crapirattici ony diea A®BN t ot al se reali z-
( QI AGEN, USA) . L a integridad de |l as
of oresis en gel de agarosa al 1 %. La <co
cada mediraznada eusasmeactummbBanoDrop 2000. L
enviadas a | a empresa Novogene (Novogc¢e
iaci -n de | a regi-n V4 del gen 16s bact

nw * < 040 nNWnCOMrr Qg 2900 QO —0OC TOOL D® O
©OcCc ® — TT0 QL S5O0 w
>
O ™" C c S5 o —
5S> T TS DO SO0 =990 0O
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AnsS8lisis bioinform8ticos

Los resultados de | a cseescaudeonsc iuascain-dno fluae rpolna tparfoo
remover | ecturas de baja calidad. La identida
(OTUs), as? como su abundancia fueron calcul ac
datos de abundancia fuedamctraneil at macdosmedi amt
| ogar?2tmica (CLR) y a partir de | os datos t

di versidad alfa y beta.

Las redes de <coocurrencia microbiana fueron
abundancia reébht paguesandet Swan con un punt
graficadas wusando el software Gephi para fi
coocurrencia fueron comparadas entre s2 wusando
di ferencias sig@trdficas i das|] antredes de diferer
de | as redes a |l a remoci-n de nodos fue eval ua
nodos de | as redes de cada grupo mediante di f
mayor conecayovri dcaodneyctm vi dad recal culada tras
determinaci-n de | os taxa clave se realiz- tom
de CLR mayor a | a media) y | a conectividad (ce
cada endbas redes de cada grupo.

RESULTADOS

0
I

Diversidad alfa y beRa thectapmhmusrobiota de

La comparaci-n pareada entre muestras demostr -
taxa entre | os gruposWaded iHI py O7s20HJ @ %) Ke runsirkesard ttl rc
muestras no se observ:- diferencia. De igual ma
en |l a uniformidad entWeael Ili@8, Onfuje.st ras (Kruskall
La composici-n de |l as comunidades fue de&l cul a
BraGurtis y calculada mediante | a diferencia ¢

honesta (DSH) de Tukey. La HSD no mostr - difert
l as diferentes muestras (Tukeyés HSD, p O 0.05

Generaci -n deorcede®nade ac
Las redes de coocurrencia fueron ensambl adas
abundancia relativa de cada grupo. Los nodo:
descartados. La red del grupo OHN cont - acon 1:
ed del grupo 72HN estuvo conformada de 58 noc
onform- de 44 nodos con 51 aristas. Final ment
or 64 aristas. Las redes de OHN, OHI y 72H
orrelaciones positivas, mi entras que | a red
5. 6 %) . En conjunto de todas | as redes, se i de
omparaci-n de redes
I paquete Net CoMi de R fue usado Rparcratcemp &nda
se us:- | a m®trica del 2ndice de Jaccard par a
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(grado, centralidad de interrelaci-n, central:]i
y taxones centrales) de | os nnacdaasa aocemd. mayo rp r«
Jaccard demostr:- que exist?2a una mayor diferen
contra 72HN y OHI contra 72HI que entre redes
di ferencias fueron causadasppor(Pdl<=dambi) d ¢ger
producto del azar.

Cambio en |l a robustez de | as redes

La robustez de | as redes se evalu- <calculando
l a remoci-n de nodos mediante diferentes m®to
mostr - diferencia en p®rdida de conexi - -n entr
con mayor grado se observ:- que |l a red 72HN pe
fracci-n de nodos removida, seguido del grupo
de mayor centralidad de interrelaci-n result.:
una menor fracci-n de nodos del grupo 72HN, r
tuvieron diferencia en | a p®rdida de conectiyv
grupo 72HN pierde conectividad con el menor n
OHN, 72HI y OHI

|l denti ficaci-n de taxa cl ave

El estado de taxa clave se reconoci - en | o0os nc
CLR mayor a | a media y centralidad de vector

t axa cl ave: Xant hobacteracebaact(ormhaciclull ug v a dvxc
Aci dobacteria sulgnuhonmanda pehlysltuemm)a,l es (or den) .
del grupo 7 2CNt ofb et @m:i um, Dol osi gManakam| a L

Muri bacuy aoenei balcdaser t axa cl ave deAcidgri bbpact &
Anaeocoacus, Candidat uEsNbomuSeibhgéldler a ma bt oni a
El grupo 72HI Yoni camente tuvo | os siguientes
BacternkodlagulBiua khol d-8di ébedeST.

DI SCUSI ¢N

Entender | osocambeosequé aR.mimirodbomiamsedel a i nf
coB. bevisrucial para el dmisarobildtocadelLaacam@as
mi crobiota es uno de |l os factores que deter min
progecnoineoob de su capacidad vectorial. Los resul
gue tanto | aBinbeagmé: - Bl cbhempo post repleci -n
alteran significativamente | a comRosmicé.rmpldes |
Eli ntestino de | as garrapatas sirve cC omo un
progresivamente digerida de manera intracel ul ¢
medi da que progresa | a maduraci -n de | 0s o0ovVvc
progrveasment e hasta el moment o de l a oviposici
explicar2a |l a disminuci-n de diversidad bacte
post repleci-n en | as redes de garrapatas n

di ver shisdterdvaoda entre | os grupos OHN y 0Bl se ¢
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bovEste tipo de disminuci-n de |l a diversidad d
vectores al ser infectados por pat-genos.

La diversidad microbimnaunp eoer eapiwasta anl di
paso de 72 h despu®s de |l a repleci-n. Una p®rd
fue observada. Las redes menos interconectada:
en | a que | os t dsa eirretse rpaeqtuedirosen nmalnt eni ®ndos e
ubi cadas en agrupamientos diferentes. La red
la remoci-n de nodos en comparaci-n con otras
comunidad microbjanpemBsteomphexi ones redunda
estudiar el perfil funcional de | as redes p
Yoni camente a | a composici-n o tambi®n a | a fun

Si bien el presente estudio no peemibs taxace
desempefan en | as redes, de puede examinar el
l a microbiota de otrosLacttob dpaidlelsudso Porepeyj & agl
probi-tico en | a micrBombyeaycebagalstaamopdev sledm
l @ mi cr oOrinattah oddeo r oMo rnmeoxeld altteas asoci ado con el n
| 2pidos en insectos, el cusl es necesari o par
herShcihgiess1 @ i nvolucrado eéea dé@rsadned¢iabn |l deal
o de funciones aunadas al estatus de taxa
didatos vacunales efectivos para | a modul a
eviamente explorado enEschearbhogibadbasdeoelusad
efectivamente como un ant2geno i nmunloxnoddeusl ador

CONCLUSI €N

R. micesplbumspar 8§sito difz2cil de controlar, alt
a | a ganader?a, Jveantder adcd YaatBognbroov€Ssmpmender |
efectos de B. bovis en I a microbiota del hu®s
vecimocr o-pabtgeno. Este estudio determin- difer
de R. micr opltuise repno-sde psbtsitnit-ons v estados de infe
indican que | a infecci-n por B. bovis altera
bacteriana de |l a miRromictraph aengd retsrt d mad lbect e
reportadaspeciesr ade g@garraptadagciclklodsudeen chi a
Shi gel%tail es para desnmircrodbdiaot av.a clsnaars easnttas t a
ant2genos podr2a ser una westrategia --ptima d
capacidad Wectmorcyalpadisr anB.mitsdvins de

El presente pnagwecado fper fel proyecto CONAHC
colaboraci  -nEC®OS ANMBDES Franci a) .
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RESI STENCI A A COUMAPHOS EN POBLACI ONES DE LA C
Rhi picephalusseasguiateas EN DI FERENTES ENTI DA

RESI STANCE TO COUMAPHOS I N POPULATI ONS OF T
Rhi picephalussenasguiatas I N DI FFERENT ENTI TI

Cruz8zquez,!, CHMat-lbBheaez, FrAaintedésacdoo za !, |Meednien a
Esparzal! Leticia

!Tecnol -gico Naicéidonhal ngitei tM® o Tecnol - gi co EI L
carretera Ag®lmaxnc dluiiesntRost o0s 2?2, El LIl ano, 220330,
Centro Nacional de Servicios de CoS):BENASIaCA. - n
Carretera <CwamnunsAdah,c8aCol . Progreso, Jiutepec,

Correspondencia: cruval8@gmail.com

ABSTRACT

The objective of the present study was to ider
coumaphos in diffRresnangwlipwiénadstihogn sc Baufgpor ged t i ¢
collected from 28 naturally infested dogs in d
wer e transferred t o t he | aboratory for t axo
processing so that 1ts pdraoggveady pvaecrkea gseu htjeesctt, e de
six different concentrations, the data on mort
objective of deter mining t he Let al Concentr e
Resistance Ratio (RR)d. tThhee prreessuelntcse ionffdix as us
(17. 8%), 6 with incipient resistance (21.4%) .
samples from the three groups existing in all
resistant samples2.tOHetRR11a®@edThiemstudy doc
resi stance to coumaPRhosangulpoiprubMdx iones. of
KeyworRhs pi cephal us Barmrgas ,ne@osumaphos, Resister
RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue i1 dentifi

umaphos en diferenR.ess apnoghallancaiuwdn e p ade. Se ¢
rrapatas ingurgitadas de 28 perros nader al me
estados de M®xi co, |l as cuales fueron trasl
Xon-mica y Su posterior procesamiento para (¢

co
ga

13

t a

de paquete de | arvas exponi ®ndol asdaa osse isso bdrief ¢
mortalidad se sometieron al an8lisis Probit «cc
Let al 50% y con ello calcular el cndice de Re
presencia de 5 muestras susoeptibhes p( &nt &%) 2
resistentes a coumaphos (60. 7 %), existiendo m
estados considerados en el trabajo,; en | as mu
rango de 2EB1eaedfiudBo droicmameant @ac gir- np | a r
coumaphos en pRbI saamngwmlie seend eM®X i Cc 0.
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| NTRODUCCI ¢ N

Rhipicephal usesanguianeus( sl ) (Latreill e) (Acar
como garrapata del perr o, es uhopédr®siigocextd
hu®spedes, en el cusl el perro act¥%a como hu®:
a otras especies de animales dom®sticos y sil
ser humano; se |l e considera rFrabgadmeapat el misna
perros, |l a infestaci-n por este ectopar8sito
de alimentaci - -n hemat  -fago as? como mol esti a
Api quet eso, siendo tambi ®n snagdntceentpat veen
i mportancia m®dica yRveketitsani a, ckrtttesiel IROS,
yEhr |l i ch(Barifaarsrses 2008). En | os % timos afos |
de Fiebre Manchada de | asoMbrt dfadM®ROCOSa®ceaes
alerta sanitaria desde entonces.

En | a pr8ctica <c¢cl2nica diaria, el contr ol de
prescribiendo y aplicando un tratamiento con
|l as faei lioas pdretroi des, organofosforados, anmn
medi cados o aplicaci --ande -ofnp 0 teuwsltaacsi o/n etsi npacsu rd e
residual. Sin embargo, el control y prevenci -r
a | as caracter2sticas biol-gicas de esta garrtr
hu®spedes y | a capacidad que tienen sus estadi
periodos sin hud®srped, (DrInht)a.s EI us o iicniddiassc rd an
contacto as? como de |l as formul aciones de | ar
i mportante sobre | as poblaciones y eventual men
resistenci a, como ha si dColreesp arntdaddad yedrd iddan 2d |i .t ,
023) .

M®XRi.c ss,angauli ne@sencuentra ampl i améaltaes cda sd tr
, 2020), y a |l a fecha se ha documentado | a
el -scuerntyr osur est e d-¥lawp ae2ts a(l Rogd rR0fylw&ay e o ; e tMaal
3a); sin embargo, no se conoce el estado vy
iones de M®xi co. E I acaricida organofosfor
e m8s de 60 afos 3y ueasde winh omicregumrsad thestri
| a garr apaRha pdiecle pghaanlaudsca,sni cc &mdbd smamgali .neus

2
E
a
e
202
reg
hac
d

® Y D® OS> — S

El objetivo del presente estudio fue identifi
coumaphos en didreesmd essa npgaubil nabails pa?2 s .

MATERI ALES Y ME£TODOS

Se colectaron garrapatas ingurgitadas de 28 pe
|l ocalidades de 13 estados de | a rep¥%¥%blica me>
domiciliadosr ryososnmaprbeseanon que no hab?2an
reciente con acaricidas, ell os tambi ®1 otorga
colectar garrapatas de sus ani mal es.

Para | a colecta de espec?2menes, $de viae allei 2 -0 su mpa
en bYsqueda de hembras l ngurgi tadas, |l as cus8
contrapelo y usando guantes de neopreno, si en
transferidas al | aboratorio par aElr emrl a zeaat os u
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investigaci-n fue aprobado por el Comit® de U:c

ecnol -gico EI LI ano Aguascalientes.

En el | aboratori o, |l os ejemplares (> 10 mm d:
destilada y sedclexaarovmbrceo |l toca&dlnl as de papel . Po
de forma individual en caj & st2%e yP®Os id ey huanendaar
relativa, en un r®gimen de |l uz/oscuridad de 1
Despu®s dae2’ ncdudmci - n, | os huevos puestos po
un vi al de vidrio y se incubaron bajo | as mis
l as | arvas, dej 8ndol as madubosar -mMeanttesa @B Wtria
pruebacsolt-ogxiic as.

ElI diagn:-stico de susceptibilidad / resistenci
primero | as | arvas fueron expuestas aplicando
determinada pr evi alnbe8nfteez peotr aMa r ¢(§ande2xdb )l ,.a sy maure s
identificadas como resistentes se sometieron
para identificar el 2ndice de resistenci a.

En ambos pasos, |l a t®cnica de diagn:-stico t ox
|l arvas (FAOLo206Asayos se realizaron de 8dffccewzer d
et al. (2023b), con tres repeticiones por mues
pruebas se realiz- 24 horas despu®s del tratan
o deslizarse se consideraron vivas, el porcer
f-rmula de Abbott. La informaci-n de |l as mues
Probit usando el programa Pol o Pl us, coel €b o
calcul ar el cndice de Resistencia (lI.R) en cac
pobl aci n de | arvas de campo / CL50 de | a pot
al ., 2006) . Las muestras se consifdeemao0o®nmeioonoeE
1.5, resistencia incipiente de 1.5 aldJangr reti
al , 2010) .

RESULTADOS Y DI SCUSI €N

Se encontr- | a presencia de 5 muestras suscept
(21. 4%) yntil@srascetumaphos (60. 7%), existiendo
todos | os estados considerados en el trabajo.
rango de 2.01 a 11.63. El m8s alto correspondi
por KEajlafornia (6.88), Guanajuato (5.97), Gu
(5.85). Las muestras susceptibles se encontrar
Otros estados incluidos en el estudio fueron (

comuestras resistentes.

La prevenci n y control d eR .| as ai nngfauéi snt equasie dre p @rs |
compl ejo particularmente cuando |l as condicione
|l os perros brindangqluas effaeictiopadg&sipar vaya cun
de desarroll o evolutivo, |l o que puede dar l ug
ani males que fueron tratados con al g¥%n acaric
tratamiento cah ¢éDaotmss es20@8) , l o que induc
repetir | os tratamientos de f or ma i ndi scr i mi
propiedades acaricidas son de vent a Il i bre el
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condiciones favosahbhitas spue@dean 3prgegeneraciones

(Galvptdasco et al ., 2020).
El acaricida organofosforado coumaphos, tiene
nuestro pa?2s, de manera que es mRYy arodsaibd eus

hayan dtoenvari os contactos con esta mol ®cul a vy

eficacia debido a tolerancia o resistencia tox
resistencia en el 60. 7% y resistencia sg,ncligpie
gue demuestra que en | a actualidad el f en- me
instalado en amplias regiones del pazs. Es i ni
nuestro conoci miento, no se tienen reportes d
embargo, si se han publicado caso de resiste
en el -scuerntyrosureste d-¥lvpaz2et(bdr2-pogfaz bt Mi
2023a) .

CONCLUSI ONES

Se documenta | a detecci -an cdoeu nmaepshi osst eennc i uan af eanlott
de | as muestras estudiadas, por | o que es rec
mol ®cul as ya que existen amplias posibilidades
y que por ello se est®w pgeomeveéeeadon| anplraspobl
La rotaci-n de acaricidas es wuna prs8ctica re
desarroll o de resistencia en | as poblaciones a

donde habita et apereonpaeséaaevones.
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Vacunas de mRNA para Pat-genos Transmitid

MRNA Vaccine Technol oboesefBat Aogbnsespod
Al ej andf o WDil & z'am dT aCelscarCa naghk a
The Jenner Institute, University of Oxford, O
al ejandro.diazhernandez@ndm. ox. ac. uk

Abstract

Ti cks, as other arthropods, can carrbyacdredi Bt ¢
pathogens. -b&ucéd dis&ases are currently affec
promoting zoonosis and infecting mammals direc
has rapidly matured in the recenacyyeianr st,herfoiv
infectious diseases. Hence, mRNA vaccines may

of prophyl acti c age#rtog nteo ppart hwegretn sa ratchrrospso d h e

This work explores the use of wmBNAppasoachkhasci
borne pathogen wvtaicccki nveasc cannde santFior the first a
the Kyasanur Forest Disease Virus (KFVD), a f
mammal s and humans, causing Dumidmgdesy oDPHlielat &
have generated expression plasmids encoding di
genome, and they wer3el tteasatnesd elcyt iFDEOHK t 0 assess ¢
Such versions of KFVD-tcatgot al howaw palbryf Hcatidnn
coating reagent in serol pgiomalt est weirss onkmpan
constructed t o produce MRNA i n vitro transc
formulation with Lipid nanoparticles (LNPs).

Al | t he mMRNA vaccines are encapsulated using
and there is ongoi nhgo uweer kL NtPos ¢ eon eerxaptleo rien di f f e
encapsul ation procedsut Inomdkilrepesbateddekdpg evees .

RESUMEN

Las garrapatas, como otros artr-podos, pueden
pat - genos v2ricos Yy bacterianos. Estas enfer me
actual mente a humanos y ani mal es, feacvtoarmeecniteen dac
|l os mam2feros. El uso del ARNM como pl ataf or me
en |l os Yal t 1 mos afos, demostrando su escal abi
enfermedades infecciosas. De ah?2 que | agadacun
de satisfacer |l a urgente necesidad de agentes
transmitidos por artr-podos en todo el mundo.
Este trabajo explora el uso del ARNmM como pl
enf oques: vacunas aeaemr &ai s - genosgatrapatas
garrapatas. Para el pri mer enfoque, estoy trab
de Kyasanur (KFVD), un flavivirus que se encu

mam2feros y humanooss, dceaumwaenrdtoesci a&intafo. Dur an
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doctor ado, he ge
genoma de | a envo
para evalwuar | a |

nerado pl 8smidos de expresi - |
l tura v2rica del KFVD299 Tl os
ockBbstaacvenssabesl dkeaKFVD co

de #foaolsiti dina que permite su purificaci-n y su
estudios serol -gicos. Es i mportante sefalar qt
promotor T7 parader odaoscr IARRNIM: n I n vitro (I
formulaci-n de vacunas de ARNM con nanopart?2cu
Todas | as vacunas de ARNMmM se encapsulan utiliz
precl?2nicos, y seges¢B8atrabagdaenddPenptapi as pa
formas de realizar el proceso de encapsu-l aci - n
pero no por ello menos eficaces

| NTRODUCTI ON

KYASANUR FOREST DI SEASE VI RUS

Kyasanur Forest Disea®oeaoVYiircu e fn@drmble\n)d litadveaw i r us
to regions in India that naturally infects hum
transmitted by Hae neacptheyds atliitsk sstplidnkiegseernai nat e t h
to birds, cattl e, bfad esd[idmgdlC acstelse ro ft IKFkDSV ay ec aar
year with a 10% Jmbhda aviintwys riagd ecl assified as a
and select agent (B ahe &nmoweds Steadtcetgiivciatly cwiot
Al khurma haemorrhagic TlkheepatvhogenegsAHFV)emai n
symptoms can go from mild fever to seve[fr£€] haem
There i s no speciViand rtehaet noennlty fporro pKhigylp parca viecd s ¢
FDA f o4 malcitmvated tissue culture vaccine witdl

booster i mmuni sations d[uke] Tloe iuvisr ussh-olr & s n drenth n
posi-gerwee RNA hgaetn cenmec otdes a pol yprotein that in
capsid (C), precursor membrane protein (pr M)

Proteins prM and E play a major role in virio
aims top daevkeFlDoV mMRNA vaccine construct by wusin
E as main antigens and eventually analyse its

MATERI ALS AND METHODS

Pl asmids for Protein Expression

From the KFDV sequence (GeMB®aAaahkO0 8a9c.cle)s sd @mt aniun
pUCBK/anamycin (GenScript), four versions o f |
generated and cloned into the expression pl asi
and Kpnl and a 6txeHinsi ntuasg. aAtlelnt dceocn@3ntfriuwcmesd wy s«
nanopore sequencing.

| MMUNOFLUORESCENCE ASSAY

Coverslips were sterilised with ethanol and U\
at 37AC for 30 min. The excess was aspirated u
temperaturwel Il nplaatsel xwi th the covered coversli
and transfected at °x eddrsc eAg ttohfa tlp. Ibans mif d 3IRNA per
OL PEIl in Dulbeccods Modified EaegllathMedi( DiEW t
___10% FBS armd ult®%mbLne) . The transfected DNA pl ac

4 2
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STEM, E and EDIII constructs. Medium was repl a
(10% FBS agrnditla%milne) supplemented with1DmL ORen,
streptomycin] (1% Pen/ Strep) and cell s weerld sin
were gently washed twice with 1X PBS, fixed wi
permeabilised with 0.1% PBS Tritow txXhl 09D% fFROBS 2i
PBS overnight at 4AC. Mouse | gG HiIGIHRY (Meérea kno
primary antibodies were incubated independent
bl ocking solution. After wash,jngecbhnear yimamesi w
mouse-Alg@a 488 (Thermofisher) at 1:200 was in
performed before and after a 10 min incubatior

samples were mounted IEnGalld dmdungsimegi 8r o Momgt
were analysed under a Leica DMI 3000B microscor

TI ME COURSE OF KFDV PROTEI NS

A time course to analyse the protein expressio
I ) was done in HEK293%ceddlIsl swe rAep psr-eoexti énta t iel
e with DMEM ( +l% tFaBnsi naen)d, 1t% alllEMett e WLt |
ethylenimine (PElI) and 1.5 Og of each KFD\
r 12 hr of incubation witlhg!|MEBENI medianm
Strep) . Cells were ingatha3@®d &2, 37ACamad
sfection. The supernatant was20A@pvaddandl
recovered with 1X PBS and eliyns eedx twiatcht i80n O
MMER), centrifug2edAG.nd stored at

n Bl ot was perfor med for t he obtained
threitoteddDdiThngyg @oawmdinbinons with MES 1X ¢«

a n du pleor nGlt anft .s Bl ocki ng was done-Tfor 1
6, MmMembr anes were incubated with mous-<e 1|1 gG
-15 (Merck) primary antibodies independent]|

t he s etciobnoddaynoyu saetHIR®G ( Cel | Signaling) was i
at 1: 3000 and revealed with Super Signal Wes

DUCTI ON OF PRM PROTEI N

293T cells were transf @atMe dcMEpd iilnga B& ODHY o0 6 f
at a defrcxiltlys -cpfie rpld50e i n DMEM (-4 0 %t EBIEnah
i ncubated at. 37ACHraapssHtéoc COon medi a was re
% FBS-gl d%armi ne and 1% Pen/ Strep) arn.d Tihrec u b
ernatant was harvested, and centrifuged t wi
filtered by 0.450m and 0.22 Om systems an
in was purified from the suwpa&) nian aaant ulksti an
m and the elution fr-éheepowsl wepkatlehl | Ami
Da (Merck, Cat. UFC910024) was wused to co
I
a

cowosoTOa—XxXQO
~ ~— -

g 10 min, recocvegnrii i gigt mg fi Inoelabtinh rAonu
(Cat . UFC905024) at 3500 I g for 5 min
ion in the tube was topped up with 14 mL
rding the f Il owtshrdoowngh,t htrieies tliarsets .st ep wa

rotein purity wW®RAGEndIcyDendsisy eSDSue) and WesH

S OoUOK T TCPRPRISMMI HoQ' <~

O 0O xXx O
© Qg

T Q0 WRr®YW U3V VIV INA,O-QS T T TUOTO
n 9

and -neducing conditions with MES 1X buffer, |
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fractions from the concentratiohr pRocessh BP0
TBS 0. 1%, me mbr anes were incubated with mous
Panfl a#6G2A-1D51 ( Mer c k) primary antibodies I ndepe
overnight at 4AC. For t-rhoeu ssee-dIRGG 6 € gglnleard 8 inkgo d yw &
i ncubated for 1 hr at RT at 1: 3000 and reve:
(Thermofisher) substrat epurFirfaicad ofnsl lodbwian gn etdh en
protocol to increase the purity acsf memesupedt &
nanodrop (OD280BOAGCdfstroieéd aste in serological

PLASMI DS FOR MRNA PRODUCTI ON
From the KFDV sequence (GenBank accession nu

pUCBSKfanamycin (GenScript), t wo maral vpretensasoa
generated and cloned into the plasmid pUCS57 wi
then prionduvo&N Ao Al | constructs were confir me:¢
sequencing.

RESULTS

| MMUNOFLUORESCENCE ASSAY

To investogate phedpction of each construct, a
assay was performed in HEK293T cells transfec:
Two antibodies were independently wused to as
di fferept oKé&DWVs, mouse |1 gG Hitafbag@tbgehmenes st ap
mouse |1 gG Panfl avi 4G2 against t he DI I of t h
anti body coubll exa wa&8 lgrd t he nucl eus was st ai
of 't heei npsr otas confirmed by both antibodies, ex
due to the |l ack of required epitopes.

KI NETI CS OF PRM AND KFDV PROTEI NS

To analyse the protein expression of he KFDV
Western mel cetoutr se wasedwaiengncomai ti e4nGA-Iwa t h P
coupled -wmoude dMR&PG detecting signal i n the sup
tendency and expected size of 70.1 kbDa for prN
i NEKI293T <cells another Western bl ot with the
performed with samples 72 hr after transfecti
expected protein sizes in the rest of the cons
of DI I1: 13.2 kDa was detected usi Aargediics hag
conditions in celdl |l ysate. The absence of sign
Viral Protein for Serological Studi es

From the supernatant o f HEKD9 MT tthan spfreM tperdo t)
purified using 5 mL HisTrap HP, con-¢é&nttboéted
kDa tubeseandi feged 16 Andi ckobna Ulutbreas t o exchan
PBS. The same procepsr whywi @amrradsa proMrpur i ty.
protein and its fractions during the purificat
by Coomassie blue and West-eedubilmomg condiediuam $ ¢
|l gG Hi sTag andG®&abhfipmaviy BhHhti bodies independent

suggests that the highest conce
initial

mous e-HIR®G Dat a

retained at the concentration process

4 4
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purified prndL waansd 2ELmM@S/A st andardi zation 1is pe

background | evels and protein dilutions.
CONCLUSI ONS
Ver sions corresponding to the structural pr

and tested.
Protein correppbe@mcMgpltaasmihde has been prodtdt

to do serological studies.
Pl asmids for mRNA production have been desi
MRNA i s ready to be produced and encapsul at

murine model s.
A platfiohouderencapsul ati ompmadoenmMRNANPsi t s
devel oped.
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AnS8lisis del TrRahnispcirciepgBhoaotpunsgnkiucsr op | Evwsal uaci - n
Mecani smos de Resistencia a Fipronil en Cepa

Transcripti onaRhiApniacleygBhoaslpuosiniiucsr opl Assessment o
Resi stance Mechanisms to Fipronil in Resist

Eduar do -FiejfgbaaHago G.-SEmachettS®Hmi aRangdysi IEst ef han
MiranNMdera’ndBRiaed CBaygugador geMiOsadorddouan Diego P®r
|l a RoshuaiGuGawrr ez

!Centro de Investigaci-n en Din8mica Celul ar,
Uni ver sidad Aut - -noma del Estado de Morel os.

Department onhdPbabotaggrywy Medicine, Western U

Centro Nacional de I nvestigaciones Disciplina
Naci onal de I nvestigaciones Forestales Agr2col

“Centro Nacional de ServalciadsAmiem&Llon(sC@BNARA) n
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Cal
eduardoferrarfat @gmail . com

ABSTRACT
The catRhepitd e@halpismi cgs opdbsss a significant
|l ivestock economy due to the considerabl e econ

zoonotic agent . RNA was extradthe @i t etpimakt bstelre
fipremsiilstant fielNbewtor atnfeidpiRsmtmacrtito | abor at ory
and, the susceptible strain (Zacatecas), with

hi gghual ity RNA for transcriptome sequencing.
generated, Yi6&bdiomg dh®ad4 with an average Phrec
guality filtering, 138,217,916 readsDewvemrev o et
assembly usBiGn ¢ oTrbii mietdy wi t h reference mapping
t he most efbachiveecappving 92. 6% and a remar

mapping accuracy with STAR. Differenti al expr
revealed 13,310 i-se®diogtmanti ngrtcdhwep fdempmared to

| aborrag ©iryt gontvegrsauss contr ol , and -rles i9%t3anktetam
| aborra¢g ©iryt ant groups. Trinotate annotation

expressed transcripts t o known functions. N ¢
detoxi ficatiiotnh psitdmwiafyisgcamt upregul ation of <cy
Stransferase i sof or ms i n resistant strains c
expressionaminghbwmimari c acid (GABA) receptors &
neur or egudana yt a efsi proni | exposure. These fin
empl oy both metabolic detoxification and neul

effects of fipronil
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Pal abrasRkil miveephal us ( baqgophadiusst)e nnoiileir, o pA cuast i,
Ganado

NTRODUCCI ¢ N

S garrapatas son artr-podos hemat-fagos obl
vel mundi al . Al alimentarse, pueden causar
sultando en condiciones tax, cashs ceoINOs , paar
munosupresi-n y deterioro en | a piel en el
a amplia variedad de pat-genos, incluyendo

ongejan & Uil enberg, 2004; Sahara et al ., 2C
oe dl os m®t odos m8s com¥“nmente wutilizados par
|l i caci-n de acaricidas. Durante el siglo XX
tr-leo crudo, hexacloruro de benceno (BHC),
ars®nico (Davey et al., 1998). Actual ment e,

ara el contr ol de infestaciones ©por garrapa
actonas macroc?2clicas, formami di nagzolbemsoi
Wal dman et al ., 2023).

n |l a d®cada de 1990, se desarroll - un compues
|l a clase de | os fenilpirazoles, cuyo modo de
GABA. El fipronil h at adnetnoo setnr aldao esrerra deifciaccaiz- n cC
de infest Rhipneseppad us ( Booiphmidemlsar gno cropn usl,
garrapatas comenzaron a desarroll ar resi sten
resistencia a estoefksi Teoempoamet ba sa@capacidad d
controlar una poblaci-n de par8sitos, y de acu
( OMS) se describe como "la <capacidad de una
mul tiplicarse a peéesar odablsaradminnidet uama dr oga
superior a |l a recomendada patAblbas eetr aal cac20h
Existen varios tipos de resistencia: adquirid
resistencia arpeotdiosi keass uean famt- meno mul ti fact
e comportamiento, bioqu2micos y mecani smos me
os efectos deCo o3& ywregsari ceitdEabsl mgcaoOR2®dMMo m8s co
esistenci aseas ghardeatatoxicaci-n metab-1ica,
ctividad de enzimas como | a ester adaancifteo arsa
GTS), |l as cuales modifican | os acaricidas par
acibitasAd su excreci-n como ¢CompgBa&pogar menosa
018)¢t.ro mecani smo de resistencia es | a insen
dentificado seis mutaciones en el canal de s
i newt aci ones en -Ch pegha( @a PtABA i Janer et al .,

a Organizaci-n de |l as Naciones Unidas para |
ecomendado el uso de pruebas de i nmersi-n de
a irsetsencia a acaricidas, aunque existen otros
arvas y |l a inmAODsi 200d¢ .1 arvas (

n | os Y% timos a€fos, | a secuenciaci-n de alto
_ha ganado popul ari daddeatanaansacro lpttemais: vy gen
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convirti®ndose en una herramienta clave para e
de | os datos y el r8pi do desarroll o de algori
en |l os an8lisis a&hrameican ptetmialos, (B017). Lo
transcript-mica permiten medir | os perfiles tr
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NANOIXODICIDA BASADO EN FIPRONIL PARA EL CONTROL DE
Rhipicephalus microplus

FIPRONIL-BASED NANOIXODICIDE FOR THE CONTROL Rhipicephalus
microplus

José Noel Garcia Pérez', Jesus Jaime Hernandez Escarefio?, Romario Garcia Ponce?,
Sergio Arturo Galindo Rodriguez?, Jose Pablo Villarreal Villarreal®.

'"Universidad Autonoma de Nuevo Leon / Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.
2Universidad Auténoma de Nuevo Leén / Facultad de Ciencias Biolégicas.

*Autor de correspondencia: pablov_v@hotmail.com

ABSTRACT: The cattle tick, Rhipicephalus microplus, is the main problem in
livestock farming in Mexico, with economic losses exceeding $550 million.
Traditional control methods use synthetic ixodicides, one of which is fipronil, an
acaricide from the phenylpyrazole family that disrupts the central nervous system of
ticks. However, the continuous and indiscriminate use of this acaricide has led to
significant resistance issues. Due to this resistance, various alternatives have been
developed, including nanoformulations. In this study, nanoparticles loaded with
fipronil (NP_F) were developed and characterized using the Eudragit® E PO polymer
and were tested against R. microplus larvae. The nanoformulation exhibited a size
of 143.43 + 1.88 nm, a polydispersity index of 0.162 + 0.011, and a Z potential of
21.16 £ 0.52 mV, proving to be stable for 30 days. Acaricidal activity was evaluated
using the immersion test, with lethal concentrations of 50 (CL50) 0.615 ug/ml and
90 (CL90) 3.314 pg/ml, showing no significant differences from fipronil. This
nanoformulation proved effective in controlling R. microplus populations, with its
main advantage being its water solubility, which allows for greater versatility in
application, such as immersion in large livestock herds or spraying for more uniform
distribution of the product.

PALABRAS CLAVE: Nanoparticulas, Nanoixodicidas, Fipronil, Garrapatas.

1. INTRODUCCION

En el mundo, existen mas de mil millones de bovinos, de los cuales
aproximadamente el 90% estan en riesgo debido a diversas especies de garrapatas.
Esta amenaza se debe a la naturaleza hemato6faga de las garrapatas, que provoca
una serie de pérdidas productivas significativas, como la reduccién de peso, anemia,
dafos en la piel, disminucion de la eficiencia reproductiva y una baja en la
produccion de leche. Ademas, los bovinos pueden verse afectados por
enfermedades trasmitidas por garrapatas como la babesiosis y la anaplasmosis
(Rodriguez-Vivas, et al., 2014). La garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
es la principal problematica para el ganado en México, las pérdidas econdémicas
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estimadas causadas por esta superan los 573,608,076 ddlares. (Rodriguez-Vivas
et al., 2017).

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

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

En la actualidad, el uso de nanoparticulas poliméricas como vectores de principios
activos ha tomado gran relevancia en areas como la medicina veterinaria y la
biotecnologia (Gutiérrez et al., 2016). Las nanoparticulas son materiales de tamano
nanometrico el cual les otorga propiedades unicas, como su alta area superficial y
la capacidad de superar diversas barreras bioldgicas, permitiendo su liberacion
controlada. Esto permite que se utilicen en sistemas de liberacion de farmacos
(Gomez-Gaete et al., 2014). Ademas, permiten la aplicaciéon del compuesto en
medio acuso, descartando la necesidad de utilizar disolventes organicos toxicos, lo
que las convierte en una opcion viable para formular ixodicidas sintéticos (Kah et
al., 2014). Teniendo en cuenta estas ventajas, este estudio se centr6 en el desarrollo
y la caracterizacién de nanoparticulas poliméricas cargadas con fipronil, asi como
su evaluacion in vitro contra larvas de R. microplus.

2. MATERIALES Y METODOS

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

Tamaiio, indice de polidispersion y potencial zeta. El tamafo de particula y el
indice de polidispersidad de las nanoparticulas cargadas y blanco se midieron
utilizando la dispersién dinamica de la luz en un angulo de dispersion de 90 grados,
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mientras que, la medicién del potencial zeta se realiz6 mediante microelectroforesis
laser Doppler (Zetasizer Nano-ZS90, Malvern Instruments, UK).

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

Analisis infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR). Se realiz6 un analisis
del polimero (Eudragit® E PO), de las nanoparticulas en blanco, de las
nanoparticulas cargadas, y del fipronil mediante espectroscopia IR-FT. Para
investigar posibles interacciones moleculares, se llevaron a cabo analisis con 64
escaneos en un rango de 4000 a 500 cm-1, utilizando un espectrofotometro IR-FT
Optical Frontier (PerkinElmer, Waltham, MA, EE. UU.).

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

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

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

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

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

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

3. RESULTADOS Y DISCUSION

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

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

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

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

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

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

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

Bioensayos con nanoparticulas cargadas con fipronil. La actividad del fipronil
libre contra larvas de R. (B.) microplus se demostré obteniendo valores de CL50 de
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