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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacién original, asi como de revision en los
campos de la Biotecnologia y Bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision
por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion

de aceptacién para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenesaplicados
a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm
de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y centralde cada
hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo
de 25 paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras.

Las publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo paralos autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de
tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN yotras

comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus
aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y
Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia farmacéutica,
Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles,
Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y biomateriales,

Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberdn apegarse al

siguiente formato:

1. Eltitulo del manuscrito se escribira en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo deberé estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones

y férmulas.
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2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglon con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluird la direccion postal de la institucion de adscripcién de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, debera incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afadir un Resumen de no méas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base
de datos. Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se
iniciard el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un
renglén al inicio de una seccidn o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de apariciéon
en el texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para
facilitar el trabajo de edicién, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el
momento en que son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir
un breve titulo explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos,
éstas se deberan designar como figuras.

7. Las tablas también se numeraran con ardbigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras minlUsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefialada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias
se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han

mostrado...”
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Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse completa y entre

paréntesis directamente en el texto.

9. Lalista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafio 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
€0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. In: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess,
Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons,
Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the
marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones:

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. OllI-12.
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Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccion de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad

Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines
de divulgacioén y difusién de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningln caso, dichos
derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad

o parte de ese articulo con fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccidn https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccién
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx y

marisol.cordova@icat.unam.mx.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccion. En esta condicion no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los
mismos sin la aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicara en linea y podra ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Editorial

Biotecnologia pecuaria: trazando el camino para mejorar la salud animal y
alcanzar una agricultura sostenible

La biotecnologia pecuaria se ha convertido en una herramienta crucial para mejorar la salud
y el bienestar animal, mejorando la seguridad alimentaria y apoyando el desarrollo de una
agricultura sostenible. Los trabajos desarrollados para esta edicién especial exploran el
potencial de la biotecnologia pecuaria en el manejo y diagnéstico de enfermedades y plagas
gue afectan al ganado, incluidas las garrapatas y las enfermedades que éstas transmiten,
la bacteria intracelular del ganado bovino Anaplasma sp., el virus de la enfermedad del ojo
azul en los cerdos o aquellas enfermedades que afectan a las abejas meliferas.

Con detalle los temas desarrollados son:

e Structural analysis and determination of the expression of Microplusin from
Rhipicephalus microplus during a challenge with pathogenic bacteria.
(Andlisis estructural y determinacién de la expresién de la Microplusina de
Rhipicephalus microplus durante un desafio con bacterias patdgenas).

Rhipicephalus microplus, cominmente conocida como garrapata del ganado, representa
una amenaza importante para el ganado debido a las enfermedades que transmite. El
analisis estructural y la expresion de la Microplusina, una proteina producida por R.
microplus para defenderse durante una infeccibn bacteriana, puede proporcionar
informacién crucial para el desarrollo de nuevos tratamientos contra la garrapata y entender
como ésta se defiende de bacterias patdégenas. Esta investigacion sienta las bases para
posibles intervenciones centradas en el control de la garrapata.

e Genomic analysis of Mexican strains of Anaplasma marginale and
Anaplasma centrale: an application for the development of a species-specific
molecular detection test. (Analisis gendmico de cepas mexicanas de
Anaplasma marginale y Anaplasma centrale: una aplicacion para el
desarrollo de una prueba de deteccidn molecular especifica de especie).

La anaplasmosis, causada por Anaplasma marginale en México y Anaplasma centrale en
otras latitudes, provoca importantes pérdidas econémicas en la industria ganadera. En este
trabajo se describe el desarrollo de una prueba de deteccion molecular especifica de cada
especie para el diagnéstico precoz y el tratamiento eficaz de Anaplasma. Esta prueba
permite identificar la especie Anaplasma centrale, especie exotica para nuestro pais, y
determinar si esta presente en el ganado bovino y asi tomar medidas de control adecuadas
para evitar su diseminacion.

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1 8
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o Development of a diagnostic system of an indirect ELISA with the
recombinant protein hemagglutinin neuraminidase of the Blue Eye Disease
virus in pigs. (Desarrollo de un sistema diagnéstico de un ELISA indirecto
con la proteina recombinante hemaglutinina neuraminidasa del virus de la
enfermedad del ojo Azul en cerdos).

La enfermedad del ojo azul, causada por un virus representa una amenaza para la salud y
la produccién porcina. El desarrollo de un sistema de diagnéstico indirecto mediante ELISA
con la proteina recombinante hemaglutinina neuraminidasa permite una deteccién mas
rapida y precisa. Este avance no so6lo ayuda a controlar la propagacion de la enfermedad,
sino que también permite a los agricultores tomar decisiones informadas sobre el
tratamiento y la prevencion.

o Importance of molecular diagnosis in diseases affecting honey bees.
(Importancia del diagnostico molecular en las enfermedades que afectan a
las abejas meliferas)

Las poblaciones de abejas meliferas en todo el mundo enfrentan diversas amenazas,
incluidas plagas, patégenos y desafios ambientales. Las técnicas de diagnéstico molecular
ofrecen un gran avance en la identificacién y el manejo de enfermedades que afectan a las
abejas meliferas. Al comprender los marcadores genéticos asociados con las
enfermedades, los apicultores pueden tomar medidas oportunas y especificas para
proteger y apoyar las colonias de abejas meliferas, promover la polinizacién y garantizar un
ecosistema agricola préspero. Se podria considerar al diagnéstico molecular como un punto
de inflexion para la salud de las abejas meliferas y la produccion apicola.

Dra. Raquel Cossio Bayugar
Presidente SMBB Delegacion Morelos
raquel.cossio@gmail.com
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Structural analysis and determination of the expression of
Microplusin from Rhipicephalus microplus during a challenge

with pathogenic bacteria
Hugo Aguilar-Diaz'*, Raquel Cossio-Bayugar?, Rosa Estela Quiroz-Castafieda?, Estefan
Miranda-Miranda?!, Rodolfo Lagunes-Quintanillal, Juan Alberto Ramos-Aragén®.
!Unidad de Artropodologia, Centro Nacional de Investigacién Disciplinaria en Salud
Animal e Inocuidad, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y
Pecuarias, INIFAP. Carr. Fed. Cuernavaca-Cuautla No. 8534, Jiutepec, Morelos, México,
62550.
2Unidad de Anaplasmosis, Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal
e Inocuidad, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
INIFAP. Carr. Fed. Cuernavaca-Cuautla No. 8534, Jiutepec, Morelos, México, 62550.
3Unidad de Babesiosis, Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e
Inocuidad, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias,
INIFAP. Carr. Fed. Cuernavaca-Cuautla No. 8534, Jiutepec, Morelos, México, 62550.
Corresponding author: aguilar.hugo@inifap.gob.mx

Resumen

En México, la garrapata Rhipicaphalus microplus es la especie de mayor impacto econémico y
sanitario, debido a su gran capacidad expoliativa y vectorial para transmitir agentes infecciosos al
ganado bovino como Babesia spp. y Anaplasma marginale. En este sentido, R. microplus, posee una
amplia variedad de mecanismos inmunolégicos de proteccion, incluyendo la produccién de péptidos
antimicrobianos (PAMs). Al momento, existen escasos reportes del papel del sistema inmune de R.
microplus, ante la exposicidén con bacterias patégenas, ni mucho menos en la interaccién patégeno-
vector. Por lo anterior, este trabajo pretende caracterizar algunos de los mecanismos inmunolégicos
de R. microplus asociados a la expresion de PAMs, durante el reto con Staphylococcus
saprophyticus y Anaplasma marginale, asi como el analisis estructural de la microplusina. Nuestros
resultados muestran la expresion diferencial de microplusina en presencia de hemolinfa de
garrapatas infectadas con S. saprophyticus, y hemolinfa de garrapatas infectadas con A. marginale.
Asi mismo, se demostré la expresion basal del péptido antimicrobiano en hemolinfa de garrapatas
sin infeccion. Adicionalmente, se encontré que la microplusina presenta una estructura molecular
con 6 residuos de cisteinas conservados, similar al que contienen los PAMs pertenecientes a la
familia de las defensinas. Estos hallazgos, corroboran la idea de la alta plasticidad que presenta la
respuesta inmune de los artropodos, dependiente del patégeno. El avance en el conocimiento de la
biologia de R. microplus, contribuye al descubrimiento de blancos, para el desarrollo de nuevos
farmacos y/o vacunas para el control integrado de plagas.

Palabras Claves: Rhipicephalus microplus, Péptidos antimicrobianos, Microplusina, Anaplasma
marginale

Abstract

In Mexico, the Rhipicaphalus microplus tick is the species with the most significant economic and
health impact due to its great predatory and vectorial capacity to transmit infectious agents to cattle,
such as Babesia spp. and Anaplasma marginale. In this regard, R. microplus has various
immunological protection mechanisms, including the production of AMPs. At the moment, there are
few reports on the role of the immune system of R. microplus to the pathogenic bacteria exposure,
much less information exists about the pathogen-vector interaction. Therefore, this work aims to
characterize some immunological mechanisms of R. microplus associated with the expression of
AMPs during the challenge with Staphylococcus saprophyticus and A. marginale, as well as the
structural analysis of microplusin. Our results show the differential expression of microplusin in the
presence of hemolymph from ticks infected with S. saprophyticus and hemolymph from ticks infected
with A. marginale. Likewise, the microplusin basal expression in the ticks” hemolymph without
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infection was demonstrated. Additionally, it was found that microplusin has a molecular structure with
six conserved cysteine residues, similar to that contained in AMPs belonging to the defensin family.
These findings corroborate the idea of the high plasticity that the immune response of arthropods
presents, depending on the pathogen. Advances in knowledge of the biology of R. microplus
contribute to the discovery of targets for developing new drugs and/or vaccines for integrated pest

control.

Key Words: Rhipicephalus microplus, Antimicrobial peptides, microplusin, Anaplasma marginale

Introduction

Parasitic diseases are a global problem that
limits veterinary health and the productive
performance of livestock. In relation, ticks
represent the most important group of
pathogens that cause diseases in cattle.
Specifically, Rhipicephalus microplus is the
hematophagous ectoparasite considered one
of the leading causes that limit livestock
production in the tropics and subtropics due to
the direct and indirect damages it causes.
Among these affectations, its great plundering
and vectorial capacity stand out in transmitting
various infectious agents such as Babesia
spp. and Anaplasma marginale [1,2]. Different
control strategies have been developed,
where chemical acaricides are the most used
tools for tick control [3]. However, the
inappropriate use of these components has
selected resistant populations to these
compounds [4]. As a result, the importance of
searching for molecular and immunological
targets for developing more efficient vaccines,
drugs, and/or control strategies has been
highlighted. In this regard, vector control has
been proposed based on acaropathogenic
organisms, such as  Staphylococcus
saprophyticus bacteria, which cause yellow
beak disease in R. microplus. This infection
produces a yellowish exudate in females that
blocks the genital pore, preventing oviposition
and causing the death of the tick [5].

On the other hand, the tick immune system
has a wide variety of protective mechanisms,
where hemolymph is the circulatory fluid
initiating the orchestrated protective immune
response analogously to the blood, and the
lymphoid system takes place by hemocytes
[6]. These cells can respond through various
mechanisms  such as phagocytosis,
production of reactive oxygen species,
nodulation, and encapsulation, among others
[7]. However, several pathogens manage to
evade the mechanisms of the immune system

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1

and colonize the tick’s organs. Additionally, it
is known that the immune system of
arthropods has a remarkable plasticity that is
reflected in the type of response it generates;
it is even pathogen-dependent and can
present significant differences between Gram-
positive and Gram-negative bacteria [8].

In ticks, AMPs are genetically encoded
polypeptides synthesized on ribosomes that
are part of the innate immune response [9].
These molecules are synthesized in the fat
body and released into the hemolymph in
response to microorganisms' invasion. They
can recognize surface membrane components
such as lipopolysaccharides (LPS) and
peptidoglycan (PGN) generated by Gram-
positive and  Gram-negative  bacteria.
Structurally the AMPs are short sequences
(30-60 amino acids), and the vast majority
have a positive charge, and classify into three
groups: a) Linear peptides that form a-helices
without cysteine residues; b) Cyclic peptides
with cysteine residues; and c) Peptides with an
excessive representation in amino acid
residues [10-12]. Within these groups,
defensins are the most studied AMPs in
invertebrates and show a classic conserved
pattern of Cys-1-Cys-4, Cys-2-Cys-5, and
Cys-3-Cys-6  cysteine  residues, linked
together by three disulfide bridges that
stabilize the molecule and maintain the tertiary
structure [13]. Likewise, the mechanism of
action of AMPs is based on the formation of
pores in the membrane of the pathogen due to
the insertion of peptides by electrostatic
interactions, generating an osmotic shock that
culminates in cell lysis [14]. In relation, it has
been shown that microplusin is constitutively
expressed in fatty body, ovaries, and eggs,
and its mechanism of action is based on the
blockage of copper ions necessary for the
respiratory metabolism of microorganisms,
thus inhibiting the growth of Gram-positive
bacteria.

11
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In  contrast, the tick immune response
mediated by the AMPs in the presence of their
pathogens, or those they transmit remains
unclear. Therefore, the main objective of this
work was to perform a structural analysis of
the R. microplus microplusin. As well as to
evaluate its relative expression during
infection with S. saprophyticus and A.
marginale  within  the  pathogen-vector
interaction, to propose new molecular and
immunological therapeutic targets, resulting in
the development of new drugs and/or vaccines
or control methods that contribute to
integrated pest control.

Materials y Methods

Bioinformatic analyses

In order to identify the microplusin mRNA
sequence of R. microplus, a selective search
was performed by BLASTn analyses in three
databases including GeneBank, SwissProt,
and KEGG. Additionally, for alignment and
phylogenetic analysis, we selected the AMPs
MRNA sequences of ticks species with the
highest similarity percentages (>95%) to R.
microplus microplusin sequence.

Tridimensional structure analysis of
microplusin

The prediction of the 3D structure of the
complete sequence of the microplusin of R.
microplus and the cysteine identification was
carried out in the SwissModel program and
VMD 1.9.3. The stereochemical and energetic
validation of the 3D structure was performed
using different tools of the ExPASy and
Proteomics Tools servers.

Sequence alignment of cysteine residues
In order to compare the ticks microplusin
sequences with Drosophila melanogaster
antimicrobial peptides [13], an alignment
analysis was performed with the MUSCLE
program. The AMPs sequences of D.
melanogaster have conserved cysteine
regions widely studied.

Prediction of the physical-chemical
parameters of microplusin

The physical-chemical parameters were
determined using an in silico analysis from the
amino acid sequence of the microplusin in the
Protparam and ProtScale programs. The
parameters evaluated included molecular

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1

weight, theoretical isoelectric point, amino acid
composition, and hydrophobicity.

Phylogenetic Analysis

The phylogenetic analysis was carried out in
the MEGA 7 software using the ticks
microplusin sequences aligned with the
MUSCLE program. The analysis included a
sequence of Streptomyces spp as the
orthologous taxa (outgroup). Finally, the
phylogenetic tree was reconstructed by the
Maximum Likelihood and Jones-Taylor-
Thornton method and a bootstrap value of
500.

Infection of R. microplus ticks with S.
saprophyticus and A. marginale

The R. microplus strain INIFAP-Media Joya
CA was expanded by infesting pathogen-free
cattle under controlled conditions, with 1 g of
eggs equivalent to 20,000 tick larvae. Twenty-
one days post-infestation engorged female
ticks were collected and washed with an
Antibiotic-Antimycotic ~ mixture  (Gibco™
Thermo Fisher Scientific). Cleaned ticks were
infected by immersion in SIGMA-ALDRICH®
soy trypticasein selective liquid medium
containing 1x108 S. saprophyticus bacteria.
The presence of the bacterium was confirmed
by end-point PCR of the 16S rRNA of S.
saprophyticus and by evaluating the
characteristic signs of infection of the yellow
beak in ticks. Internal controls were engorged
ticks without infection but treated under the
same conditions in the presence of a selective
medium. For the infection with A. marginale,
eggs from the ticks obtained in the expansion
were used to infest a bovine positive for
infection with A. marginale in the same way as
previously mentioned. Verifying the infection in
the hemolymph tick was carried out by
amplifying by end-point PCR the Anaplasma
Sp msp5 gene.

Hemolymph extraction

Hemolymph extraction from all experimental
and control groups was performed by
subcuticular puncture of engorged females
with a scalpel blade, as described by [15]. The
extracted hemolymph was centrifuged at 500
X ¢, resuspended in anticoagulant citrate
buffer at 4°C (0.098 mM NaOH, 0.14M NacCl,
0.017 M EDTA, 0.04 M citric acid pH 4.5), and
stored at -20°C.
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Specific oligonucleotide design

Specific oligonucleotides were designed in the
NCBI PRIMER-BLAST program based on the
R. microplus microplusin gene sequences
obtained:
FMp:5-TTCGACTTCGGCTCATCACC-3' and
RMp: 5-AACGGACATCGCTTGTTCCA-3'".
The specificity of the designed
oligonucleotides was performed using a
BLASTnN analysis in the NCBI, SwissProt, and
KEEG databases.

Determination of the presence of the
microplusin gene in the R. microplus
genome by end-point PCR assays

The presence of the microplusin gene
sequence in the tick genome was determined
by conventional end-point PCR assays under
the parameters indicated by the manufacturer
(PCR Master mix, Promega®). Previously, the
culture and expansion of an embryonic cell
line of R. microplus was carried out in 50 mL
and MEM-L-15 medium supplemented with
20% fetal bovine serum. DNA extraction was
performed from confluent embryonic cells
using the phenol-chloroform-isoamyl alcohol
technique, as indicated in the technical data
sheet. The DNA obtained was resuspended in
nuclease-free water and stored at -70°C until
use. The PCR products obtained were
visualized in 1.5% agarose gels, documented
in a Photo Doc-It Viresa equipment and
analyzed with the OMAX TopView 3.7
software.

Housekeeping gene validation

As a constitutive control, the phospholipid-
hydroperoxidase  glutathione  peroxidase
(phgpx) gene was used, with the
oligonucleotides: Fw-phgpx
GTTTGCAGACACCTCAGCGTGCC, and Rv-
phgpx GCTAGACTGCACAAGCAATACGGG
[16]. The constitutive gene was validated by
RT-PCR, with the Super Script ® Il One-Step
RT-PCR System with Platinum® Taqg High
Fidelity DNA Polymerase Kit, according to the
manufacturer’s specifications.

Determination of relative expression levels
of microplusin by RT-PCR

The total RNA extraction from the hemolymph
of uninfected ticks (CTR), infected with S.
saprophyticus and A. marginale was carried
out using the conventional TRIzol technique,
according to the manufacturer's instructions.
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Finally, the RNA obtained was resuspended in
nuclease-free water and stored at -70°C until
use. The integrity of the samples was
evaluated by electrophoresis in 2% agarose
gels, and for all reactions equimolar
concentrations of RNA from the different
conditions were used. The relative expression
of the microplusin gene in ticks infected with
different pathogenic bacteria was performed
by Super Scritp® Il One-Step RT-PCR
System Kit according to the technical sheet.
The oligonucleotides used for each reaction
were those previously described for
microplusin and phgpx genes. The PCR
amplicons were visualized on a 2% agarose
gel and documented on a Photo Doc-It Viresa
equipment. Densitometric analysis of the gel
were performed in the ImageJ program to
quantify the intensity and determine the
relative differential expression for each
antimicrobial peptide, normalized with the
constitutive phgpx gene.

Results

Bioinformatic analyses

The search in the different databases and the
in silico analyses revealed several microplusin
sequences for R. microplus with high levels of
identity (>95%) with sequences of other tick
species.

Tridimensional structure analysis of
microplusin

The structural analysis of the microplusin
sequence and the stereochemical and
energetic validation of the 3D structure (Z-
score, Local Quality Estimate, and
Comparison PDB structures) showed values
within the parameters established for the
quality of the estimated model. Based on the
conserved structure of AMPs reported in
insects, the structural prediction shows highly
conserved regions, different from the classical
pattern Cys-1-Cys-4, Cys-2-Cys-5, and Cys-3-
Cys-6 (Fig.1) [13].

Sequence alignment of cysteine residues

The alignment showed high similarity in the
cysteine location of R. microplus and the R.
zambeziensis, R. appendiculatus and R.
pullcelus ticks. Interestingly, all ticks
sequences have similarity to only two out six
cysteines from D. melanogaster, which have a
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Figure 1. Prediction of molecular structure of R.
microplus microplusin. The model shows the presence
of B-sheet and a-helix, with 6 cysteine residues conserved
in the defensin family, showing a differential arrangement.
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spatial arrangement of Cys-1-Cys-4, Cys-2-
Cys-5, and Cys-3, Cys-6 characteristic of most
insect AMPs (Fig. 2).

Prediction of physical-chemical structural
parameters of microplusin

The evaluation of the physical-chemical
properties predicted a molecular weight (MW)
of 12 kDa; an isoelectric point (IEP) of 5.34,
and 110 amino acids (aa). Regarding
hydrophobicity, the results predicted that the
molecule has an amino acids distribution with
a net negative charge while the first amino
acids have hydrophobic properties.

Phylogenetic Analysis

The phylogenetic tree revealed that the
microplusin of R. microplus organizes as a
monophyletic group that included R.
pulchellus, R. appendiculatus, and R.
zambeziensis. Interestingly, sequences from
Ixodes scapulars and Ixodes ricinus groups in
a different clade (Fig. 3).

167175 197-21

ANBSFDKANKTLHcPBREC) - 1 RKL
VLAHBRAKRAMCH L L SKMNN - NHEA- -

15121 308-313

-@ANEVYFRNER  KEIH - -BArf
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KB KEEITNDK - - - 3!

Figure 2. Alignment analysis of the cysteine residues of microplusin of several species of ticks and D. melanogaster.
The sequences of R. zambeziensis, R. appendiculatus, and R. pulchellus aligned with the microplusin of R. microplus. The
red box indicates the Cys-1-Cys-4, Cys-2-Cys-5, and Cys-3-Cys-6 location present in most insect AMPs. The dark blue box

shows the different location of the cysteines.
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Determination of the presence of the
microplusin gene in the R. microplus
genome

The results of the PCR showed an amplicon of
approximately 250 bp, in the three different
DNA extractions performed (Fig. 4).

AOA224Y11B

QO9JR4A L7LR19
Qe
ot s
& 3 ““
» 0
Q
[e)}

Figure 3. Phylogenetic tree of the microplusin
sequence of R. microplus reconstructed with the
Maximum Likelihood analysis and the Jones-Taylor-
Thornton evolutionary method. The numbers near the
nodes show the replicates of the bootstrap. The accessing
number corresponding to AOA224YIIB R. zambeziensis;
AOA131YR55 R. appendiculatus; L7LR19 R. pulchellus;
Q86LES5 R. microplus; B7PCF6 I. scapularis; AOA090X937
I. ricinus; QO09JR4 Argas monolakensis; D9VJ84
Streptomyces spp.

Housekeeping gene validation

The relative expression of the phgpx gene in
the R. microplus genome was validated using
end-point RT-PCR assays. The results
showed the presence of an amplicon of
approximately 500 bp (Fig. 5, upper gel). The
molecular weight of the amplicons of the
phgpx gene was the reference for subsequent
tests.

Determination of relative expression levels
of microplusin by RT-PCR

The expression of microplusin in the
hemolymph of ticks infected with the
pathogenic bacteria A. marginale and S.
saprophyticus, and without infection (control),
showed an amplicon of 250 bp, with a relative
differential expression in each case (Fig. 5).

It should be noted that this expression
increased in the condition where there is no
infection, in contrast to ticks infected with A.
marginale, where a decrease in the relative
expression of the messenger was observed
(Fig. 5, lane C). Likewise, in the treatments
with S. saprophyticus, a low relative
expression was observed compared to
hemolymph  without infection (control),
however, the expression was higher than that
observed in the infections with A. marginale
(Fig. 5, lane B). The densitometry analyzes of
the amplicons were normalized with the
constitutive gene phgpx. The relative
expression in the hemolymph of uninfected
ticks (control) was of 102.08% (Fig. 5 panel b).

microplusin
MWM 1 2 3
500 bp
250 bp — — e 250 bp

Figure 4. PCR amplification of the microplusin gene in the R. microplus genome. Three amplicons of
approximately 250 bp were observed. Lanes 1, 2 and 3 correspond to genomic DNA extracted from embryonic cells of
R. microplus from three different samples. MWM: 1 Kb molecular weight marker.
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In contrast, in the hemolymph of ticks infected
with S. saprophyticus, a 1.2-fold decrease was
observed. The relative expression percentage
remains at 85.475% (Fig. 5, panel b). Finally,
in hemolymph from ticks infected with A.
marginale, a 3.2-fold decrease in relative
expression percentage was observed, this is

A

32.648% lower than the controls (Fig. 5, panel
b). Additionally, the plot profile results reveal a
marked variation in amplicon intensity in
hemolymph from ticks infected with S.
saprophyticus and A. marginale (Fig. 5, panel
b).

500 bp —

250 bp —

____ phgpx

—— microplusin

No Infection

Gray Value

0 100 200 300

14 S. saprophyticus

A. marginale

400 500 600

Distance (Pixels)

Figure 5. Determination of the relative expression of the R. microplus microplusin gene in hemolymph from ticks
infected with S. saprophyticus and A. marginale by RT-PCR assays. Upper gel: lanes A, B and C, expression of the
constitutive gene phgpx (control). Bottom gel: lane A: relative expression in hemolymph from ticks without infection (control);
lane B: relative expression in hemolymph of ticks infected with S. saprophyticus; lane C: relative expression in hemolymph of
ticks infected with A. marginale. All amplicons of microplusin have a molecular weight of 215 bp, while the amplicons of 500 bp
correspond to the control (phgpx). Bottom panel: plot profile showing the intensity variation of the bands corresponding to
hemolymph from ticks without infection, hemolymph from ticks infected with S. saprophyticus, and hemolymph from ticks infected
with A. marginale (plot obtained with ImageJ).

of a type of AMPs known as microplusin, which
is part of the immune response of the cattle
tick R. microplus.

Discussion

Bioinformatic analyses are an interesting tool
for studying infectious diseases and the
pathogens that cause them. Thus, the search
for new vaccination targets using these tools
has contributed to advances in reverse
vaccinology. On the other hand, in recent
years, veterinary sciences have shown a trend
toward the development of new forms of vector
control. In this regard, studying the molecular
and immunological mechanisms in the vector-
pathogen interaction has gained significant
interest in elucidating the associated
mechanisms. Therefore, this work focused on
the structural and functional characterization

We observed that microplusin had a different
arrangement of cysteine residues present in
the AMPs of insects that have been widely
studied and characterized [13]. Additionally,
the predicted physical-chemical (negative
charge) characteristics of microplusin are not
like those of other AMPs (positive charge).
Therefore, this negative charge arrangement
could suggest a change in the mechanism of
disruption of the membrane integrity of
microorganisms. On the other hand, the
analysis of the relative expression of
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microplusin in response to infection by Gram-
positive and negative bacteria represents a
great advance in the biology of R. microplus,
suggesting the role of these AMPs in response
to infections with differential mechanisms.
These infections include a pathogenic
bacterium for the tick itself, S. saprophyticus,
and A. marginale, a bacterium that R.
microplus transmits to cattle.

Interestingly, both bacteria can mediate a
differential immune response mediated by
AMPs. Our results corroborate the idea of the
high plasticity of the arthropod's immune
response that, depending on the pathogen, the
immune response varies. Finally, our results
contribute to advancing in the knowledge and
elucidation of vector-pathogen interactions,
opening the possibility of searching for new
targets based on tick immunosuppression,
which contributes to the development of
strategies to achieve effective biological
control.
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Resumen

La deteccion de patdégenos es fundamental para la vigilancia de las enfermedades que podrian
desarrollarse en el ganado bovino de nuestro pais. La anaplasmosis bovina puede ser causada por
Anaplasma marginale y Anaplasma centrale; sin embargo, en México sblo se ha identificado la
primera especie. En varios paises del mundo A. centrale se utiliza como vacuna contra la
anaplasmosis bovina. En nuestro pais es considerada especie exética y su uso como vacuna esta
prohibido. No obstante, es importante tener pruebas moleculares que detecten los patégenos
circulando en el ganado que se moviliza dentro y hacia afuera del pais. Este trabajo se basa en un
analisis pangendémico de cepas de A. marginale, aisladas en México, y A. centrale para identificar
genes Unicos de especie. La secuencia de estos genes Unicos se utilizé para disefiar oligonucleétidos
que amplifican productos de PCR utilizando como templado DNA gendmico extraido de sangre de
animales en campo y de sangre congelada. La prueba amplifica un fragmento de las secuencias de
exoSbhcC de A. centrale y biotin de A. marginale, candidatos para la deteccién de estas especies.

Palabras Claves: Anaplasmosis bovina, ganado, deteccién molecular, muestreo

Abstract

The detection of pathogens is essential for the surveillance of diseases that could develop in cattle
in our country. Anaplasma marginale and Anaplasma centrale can cause bovine anaplasmosis;
however, only the first species has been identified in Mexico. In several countries of the world, A.
centrale is used as a vaccine against bovine anaplasmosis. In our country, it is considered an exotic
species, and its use as a vaccine is prohibited. However, it is crucial to have molecular tests detect
pathogens circulating in cattle moving in and out of the country. This work is based on a pan-genomic
analysis of A. marginale strains isolated in Mexico and A. centrale to identify species-unique genes.
The sequence of these unique genes was used to design oligonucleotides that amplify PCR products
using genomic DNA extracted from field animal blood and frozen blood as a template. The test
amplifies a fragment of the sequences of A. centrale exoSbcC and A. marginale biotin genes which
are candidates for detecting these species.

Key Words: Bovine anaplasmosis, cattle, diagnostic tool, PCR, sampling

world, bovine anaplasmosis is caused by
Anaplasma marginale; however, Anaplasma
centrale, a naturally attenuated species, is
considered to cause mild anaplasmosis in

Introduction

Bovine anaplasmosis occurs in tropical and
subtropical areas of the world and is endemic

in Mexico, Central and South America, and the
Caribbean Islands [1]. This microorganism
infects bovine erythrocytes producing anemia,
hemolysis, fever, abortions, weight loss, and a
rapid drop in milk production in cows [2]. In
Mexico, as in other tropical regions of the
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cattle [3]. A. centrale is less virulent, and it was
detected by Sir Arnold Theiler, and 100 years
later, this live vaccine is still used in South
Africa, Israel, South America, and Australia
[4,5]. In México, this species has not been
reported, and its use as a vaccine is not
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permitted because it is considered an exotic
species by the authorities. Additionally, this
“vaccine strain” of A. centrale was used to
generate the complete genome sequence in
2010 [6].

Biological transmission of A. marginale is
mediated by ticks of the genus Rhipicephalus
microplus, Dermacentor spp., and Ixodes spp,
while A. centrale is transmitted transstadially
by the tick R. simus [7]. On the other hand,
transmission can also occur mechanically by
blood inoculation, biting flies, and by the use
of surgery equipment [1,8].

The genetic diversity of Anaplasma spp.
strains vary from one geographic region to
another. Because of this, the detection of the
causal agent is a critical step for its control and
decision-making. Therefore, detecting A.
marginale and A. centrale is an effective way
to detect the presence of these
microorganisms in cattle. One of the most
widely used molecular detection methods for
Anaplasma spp. is the polymerase chain
reaction (PCR). Currently, several genes are
used in these methods as molecular markers
for bacterial identification, including 16S rRNA,
23S rRNA, the intergenic region 16S-23S
rRNA, rpoB, recA, gyrB, dnaK, amoA, oxc,
hitA, gene D, citrate synthase, rOmpA, and
rOmpB, to mention a few (Machado et al.
2016). Specifically, in A. marginale, several
molecular markers have been used to analyze
the genetic diversity of this pathogen,
including major surface proteins (MSP) such
as MSPla, MSP4, and MSP5, which are
encoded by single genes [5]. In the last years,
several reports about the molecular
characterization of A. marginale strains have
been reported [9-11].

This work aims to develop a molecular test
based on pangenomic studies to identify
genes specific to species that allow
differentiation in the presence of A. marginale
or A. centrale in cattle blood samples. Since,
in Mexico, A. marginale reaches a prevalence
higher than 50% in endemic areas [12], it is
essential to have a detection method that
allows distinguishing between the Anaplasma
species circulating in cattle to make decisions
and avoid the spread of the disease.
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Materials and Methods

Bioinformatic analysis

We performed a pangenomic analysis to
identify the genes specific to each species with
the Get Homologues program between the
seven genomes of A. marginale reported in
Mexico (Assembly numbers
GCA_00888801305.1, GCA_008690265.1,
GCA_003331125.1, GCA_00888801275.1,
GCA_008274665.1, GCA_00888801275.1,
GCA_008690255.1, GCA_00888801275.1)
the A. marginale reference strain St. Maries
(GCA _000011945.1), and the genome of A.
centrale (GCA_000024505.1) reported in the
Genbank database. The generated binary
pangenomic matrix that ranks 1 and O for the
presence and absence of genes, respectively,
unigue gene sequences in each genome were
identified from the gene annotation obtained
from the RAST server
(https://rast.nmpdr.org/).

Oligonucleotides design

We designed gene-specific oligonucleotides
for the selected genes for A. marginale and A.
centrale using the Primer-Blast tool from the
NCBI database
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-
blast/), with the following parameters: 50% GC
content, a Tm of 60°C, an average length of
23 bp, and an average amplicon of 300 bp.

Genomic DNA extraction

We extracted the genomic DNA from five
frozen blood samples of strains (Mex-01-001-
01, Mex-31-096-01, Mex-15-099-01, Mex-17-
017-01, Mex-28-037-02) of A. marginale from
the Germplasm, Anaplasmosis Unit (CENID-
SAl, INIFAP) and from the blood of isolates
from Tapalpa, Jalisco, with the ReliaPrepTM
Blood gDNA Miniprep System kit (Promega).
Briefly, 200 pL of blood was added in a 1.5 mL
Eppendorf tube mixed with 20 pL of
Proteinase K to perform protein digestion in
the sample, then 25 pL of Cell Lysis Buffer
(CLD) was added to release the genetic
material of the bacteria. Subsequently, it was
mixed for 10 seconds to obtain a
homogeneous mixture and incubated at 56°C
for 10 minutes.
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Once the incubation time had elapsed, the
mixture was pipetted to an extraction column,
and 250 pL of Blinding Buffer (BBA) was
added and centrifuged the sample for 1 minute
at 16,300 g. After centrifugation, the column
was washed three times with 500 pL of
Column Wash Solution (CWD) and
centrifuged for 3 minutes at 16,300 g. The
extraction column was run through a
centrifuge for 3 minutes at 16,300 g. The
extraction column was then run through with
500 pL of CWD and then transferred to a 1.5
mL Eppendorf tube; 80 pl of nuclease-free
water was added and incubated for 15
minutes, followed by 1.5 minutes of
centrifugation at 16,300 g. Genomic DNA was
quantified  spectrophotometrically  (NABI,
Microdigital), and its integrity was verified by
electrophoresis in 1% agarose gel stained with
ethidium bromide (10 mg/mL). The PCR
reactions to detect A. centrale were performed
in collaboration with Ph.D. Evangelina Primo
(INTA, Argentina).

Molecular detection of A. marginale and A.
centrale

We prepared an end-point PCR reaction by
mixing 12.5 pL of Master Mix (Bioline), 1 pL
(10 pmol/uL) of the forward oligonucleotide, 1
KL (10 pmol/uL) of the reverse oligonucleotide,
300 ng of genomic DNA, and nuclease-free
water for a final volume of 25 ul. Amplification
conditions were: initial denaturation 94°C, 3
minutes; one denaturation cycle 94°C, 30
seconds; one alignment cycle 60°C, 30
seconds; 30 elongation cycles 72°C, 30
seconds and one final elongation cycle 72°C,
10 minutes. We verified PCR product
amplification in a 1% agarose gel
electrophoresis with ethidium bromide (10
mg/mL).

PCR product purification and sequencing
We used the Wizard® SV Gel and PCR Clean-
Up System kit (Promega) to purify the
amplicons and sequenced them at the
Synthesis and Sequencing Unit of the Institute
of Biotechnology UNAM.
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Results

Identification of the genes of A. marginale
and A. centrale

Genes specific to each species were identified
in the pangenomic matrix generated between
each A. marginale and A. centrale strain
genome. The genome annotation with the
RAST server identified the protein sequence
encoding each gene. Some of the unique
genes selected from A. centrale were

exonuclease ShcC
(fig|6666666.325746.peg.70);  pentapeptide
repeat domain protein
(fig|6666666.325746.peg.256); streptococcal
hemagglutinin protein
(fig|6666666.325746.peg.912);  cytoplasmic
axial filament protein CafA

(fig|6666666.325746.peg.1064); and RecA
(fig|6666666.325746.peg.1164). The single
genes selected from A. marginale were biotin

operon repressor/biotin-protein ligase
(fig]|6666666.341241.peg.401) and proline
dehydrogenase

(fig|6666666.341241.peg.574).

Oligonucleotide Synthesis

Seven pairs of oligonucleotides were
synthesized, five pairs for genes of A. centrale
and two pairs for genes of A. marginale. The
oligonucleotide sequences, amplicon size,
and Tm values are shown in Table 1.

Genomic DNA extraction

The quality of the extracted genomic DNA
from five frozen blood samples of Mexican
strains of A. marginale (Mex-01-001-01, Mex-
31-096-01, Mex-15-099-01, Mex-17-017-01,
Mex-28-037-02) from the Germplasm of the
Anaplasmosis Unit (CENID-SAI, INIFAP) and
from 30 blood samples from cattle of Tapalpa,
Jalisco (isolates 0201, 0268, 0270, 1122,
1132, 1174, 1173, 1180, 2357,4728, 7377,
7391, 8382, 8376, 3118, 0062, 0125, 0225,
1162, 3855, 4395, 4403, 4696, 4705, 6790,
9861, 9883, 9887, 9893, 9924), is shown in
Figure 1.

Amplification of the unique genes of A.
marginale

We obtained amplicons corresponding to 220
bp fragments of the biotin operon
repressor/biotin-protein ligase (biotin) gene
and 234 bp fragments of the proline
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Table 1. Sequences of oligonucleotide pairs synthesized for PCR amplification of the single genes of A. marginale (AM) and
A. centrale (AC).

Name Sequence (5°-3’) Tm (°C) Amplicon size (pb)
ACEx0SbcCFwd CAAGGCACTGGGAGAAAAGCTAGA 60 267
ACEx0SbcCRev CCTAGTATCCCCAACTTCTCGC 60 267
ACRecAFwd GAGAATGGCGGTGAGGGTTTTGAT 60 194
ACRecARev CTCACACCCAACTTCCTGGCATAC 60 194
ACPentapFwd GCCGTGTTGAACAGAGCGAAAATC 60 192
ACPentapRev AGACCATATAGCCTCACTGGCGTT 60 192
ACStrepFwd CCAGCGGCAATGTATCGAAAGAC 60 300
ACStrepRev TTTGTACTCCAGCTCCAGCTTCCT 60 300
ACCitoFwd CAACAGCGGTGTGTGAAAATGGA 60 223
ACCitoRev CTTAACAATTAAGCGAGGGGGCGT 60 223
AMBiotinFwd CCGGAGCTGAAGCTATCGAACTTG 60 220
AMBiotinRev CAAGCACCATTGTCCATGGGTAT 60 220
AMProlinFwd AAGCGCATGCAGGGGTTGTA 60 234
AMProlinRev CTAAGCAGGGACTCCGCCA 60 234
A o X
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Figure 1. Mexican strains and isolates used for genomic DNA extraction. The genomic DNA was extracted from blood
from Germplasm (CENID-SAI, INIFAP) and isolates from Jalisco, México.

dehydrogenase (prolin) gene of A. marginale
with the corresponding oligonucleotides pair.

Of the two genes, we selected the gene biotin
for further PCR amplification using DNA from
isolates. The amplicons were observed in
samples from blood from the Germplasm and
isolates (Figure 2 and Table 2). Additionally,
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BLASTn bioinformatic analysis of the
sequences reported in the electropherograms
showed that the biotin operon repressor/biotin-
protein ligase gene has an identity of 99.84%
with the A. marginale strain Jaboticabal. In
comparison, the identity of the proline
dehydrogenase gene was 99.48% with the
same strain.
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Mex-01-001-01 Mex-15-099-01 Mex-28-03702
Biotin Prolin  Biotin Prolin

mMmwn  Biotin  Prolin

A. centrale
Biotin Prolin

Mex-31096-01 Mex-17-017-01
Mwmn  Biotin  Prolin - Biotin  Prolin

250 pb

Figure 2. Agarose-gel electrophoresis of PCR amplicons of A. marginale specific genes. The size of the Biotin and
Prolin amplicons are 220 and 234 bp, respectively. The Mexican A. marginale strains resulted in positive for both genes.
Only one amplicon for Prolin gen was observed in strain Mex-17-017-01. In A. centrale, none of the amplicons were

Table 2. Results of PCR amplification with oligonucleotides targeting A. marginale gene Biotin in Mexican isolates

Sample Result Sample Result
0201 Negative 0062 Positive
0268 Negative 0125 Positive
0270 Negative 0225 Positive
1122 Negative 1162 Positive
1132 Negative 3855 Positive
1173 Negative 4395 Positive
1180 Negative 4403 Positive
2357 Negative 4696 Positive
4728 Negative 4705 Positive
7377 Negative 6790 Positive
7391 Negative 9861 Positive
8382 Negative 9885 Positive
8376 Negative 9887 Positive
3118 Negative 9924 Positive

MQ water Negative

Amplification of the unique genes of A.
centrale

No amplification of any of the five genes
selected for A. centrale (exonuclease ShcC
(Exo SbcC), pentapeptide repeat domain
protein (Pentapep), streptococcal
hemagglutinin protein (Strep), cytoplasmic
axial filament protein CafA (Cito), and RecA)
was observed in any of the samples tested
(Table 3). We only observed amplicons of the
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expected sizes in the samples with A. centrale
genomic DNA as template (Figure 3). The
identity percentages obtained after BLASTn
bioinformatic analysis of the electropherogram
sequences showed that the percentage of
identity for the Exo SbcC, Pentapep, Strep,
Cito, and RecA genes is 99.55, 95.39, 98.04,
99.63, and 99.04%, respectively, with the A.
centrale Israel strain.
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Figure 3. Agarose-gel electrophoresis of PCR amplicons of A. centrale specific genes. The size of the RecA, ExoSbhC,
Strep, Cito, and Pentapep amplicons observed are 194, 267, 300, 223, and 192 bp, respectively. The control reaction using

MQ water was negative for all A. centrale genes.

Discussion

Bovine anaplasmosis, caused by A.
marginale, has a wide distribution in Africa,
Australia, Asia, and Latin America, generating
economic losses. In Mexico and other
countries, the development of molecular tests
to detect Anaplasma spp. is a vital tool for a
specific diagnosis and to initiate the
corresponding treatments to control the
disease. In order to develop a molecular test
for the detection of Anaplasma spp., a
selection of genes specific to A. marginale and
A. centrale based on genomic analysis has
been carried out to obtain a specific and
effective detection method.

This analysis aimed to identify genes of A.
marginale and A. centrale with potential as
molecular markers for the detection of both
bacteria from genomic DNA extracted from
blood samples of cattle. We evaluated A.
marginale strains from the Germplasm Bank
(CENID-SAI) and bovine blood isolates from

Tapalpa, Jalisco. In this work, we performed a
genomic analysis to select specific A.
marginale genes that are not in A. centrale
genome and vice versa. Once this criterion
was established, the genes ExoShcC, Pentap,
RecA, Strep, and Cito of A. centrale and Biotin
and Prolin of A. marginale were considered as
unique genes.

For A. marginale, we detected amplicons for
the Biotin (220 bp) and Prolin (234 bp) genes
in strains Mex-01-001-01, Mex-15-099-01,
Mex-28-037-02, and, Mex31-096-01. The
PCR reaction barely amplified both genes in
strain Mex-17-017-01 (Figure 2), probably due
to a low amount or to the degradation of the
template DNA. The presence of A. marginale
was also detected in the isolates from
Tapalpa, Jalisco (Table 2). In A. centrale none
of the genes were detected neither in Mexican
strains nor isolates from Jalisco.

Table 3. Results of PCR amplification with oligonucleotides targeting A. centrale gene ExoSbC in Mexican isolates

Sample Result Sample Result
0201 Negative 0062 Negative
0268 Negative 0125 Negative
1132 Negative 1162 Negative
1173 Negative 4403 Negative
2357 Negative 4696 Negative
4728 Negative 4705 Negative
7377 Negative 6790 Negative
8376 Negative 9861 Negative
1180 Negative 9893 Negative
0270 Negative 9924 Negative
1174 Negative MQ water Negative
8382 Negative
3118 Negative
7391 Negative
1122 Negative
0225 Negative

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1
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A. centrale was detected with the primers
RecA, ExoSbcC, Strep, Pentapep, and Cito
(Figure 3) using DNA from A. centrale as
template which suggest that these five genes
could be used to detect this pathogen by
molecular methods. On the contrary, no
amplification product was observed in any
Mexican strains or isolates (Table 3).

This work is a basic approach for detecting
both species of Anaplasma in our country.
Although endpoint, nested, and real-time PCR
assays have already been developed
elsewhere, they are based on genes from
reference strains that are not necessarily
genetically identical to those present in our
country [13-15].

The use of PCR of different types in
diagnosing A. marginale and A. centrale
allows advances in diagnosis and the design
of efficient detection methods and
epidemiological studies [16—19].

On the other hand, to confirm that the
amplicons corresponded to Anaplasma spp.
sequences, they were sequenced and
analyzed bioinformatically by BLASTn. It was
observed that the amplified products in the
Mexican  strains and isolates have
percentages of the identity of 99.84% with
Brazilian strains reported in NCBI. Meanwhile,
the identity of the sequences obtained by
amplification of A. centrale showed
percentages higher than 99% with the Israel
strain. Because A. centrale is considered a
less virulent species than A. marginale it has
potential as a vaccine against anaplasmosis.
However, there are studies on infections
caused by A. centrale, such as the one in
2008, where 58 cases of bovine anaplasmosis
caused by A. centrale were reported in Europe
[20].

Using the PCR technique for identifying A.
centrale has generated favorable results.
Khumalo et al. (2016) used real-time PCR to
identify and characterize A. centrale in
buffaloes and cattle.

These first results obtained are of great
importance for the anaplasmosis control
programs developed in our country since we
could implement new tools for detecting the
disease. Although it is necessary to establish
more analyses to detect A. centrale, using a
more significant number of samples from
different country regions and perform
sensibility test to assess the minimal amount

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1

of genomic DNA necessary to detect the
pathogen.

Finally, establishing a molecular test to detect
A. centrale in our country is vital due to its
close relationship with A. marginale and the
continuous importation of cattle to our country
from South America, where A. centrale is used
as a vaccine, which increases the probability
of finding this pathogen in the country.
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Resumen

Durante la udltima década, el CENID-Salud Animal e Inocuidad del INIFAP (Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias), se ha enfocado en el desarrollo de herramientas
biotecnolégicas para el estudio de diferentes enfermedades de interés pecuario. En el presente
trabajo, se desarroll6 el método de ELISA indirecto (ELISA-I), utilizando la proteina recombinante
HN del Orthorubulavirus porcino agente causal de la Enfermedad del Ojo Azul (EOA) que es una de
las cuatro enfermedades virales que mas afectan la industria porcina. Este desarrollo se plantea
como un procedimiento tamiz automatizado rapido, de bajo costo con lectura objetiva de los
resultados e inocuo para la deteccion de anticuerpos especificos contra el virus de la EOA. Esta
herramienta tecnologia permitira establecer un sistema diagnostico factible de ser utilizado con un
gran nimero de muestras y poder determinar el status epidemiol6gico de la EOA en la poblacién
porcina del pais, asi como poder estimar el riesgo potencial que implicaria la movilizacién de cerdos
infectados en el proceso de comercializacion a nivel nacional e internacional, situacion que a la fecha
es desconocida en México Unico pais donde se ha reportado esta enfermedad en cerdos.

Palabras Claves: Orthorubulavirus porcino, PRV-LPMV, HN, Hemaglutinina neuraminidasa,
recombinante.

Abstract

During the last decade, the CENID- Salud Animal e Inocuidad of INIFAP (Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias), has focused on the development of
biotechnological tools for the study of different diseases of interest to livestock. In the present work,
the indirect ELISA method (iELISA) was developed, using the recombinant protein HN of the Porcine
Orthorubulavirus, causal agent of Blue Eye Disease (BED), which is one of the four viral diseases
that most affect the pig-industry. This development is proposed as a fast, low-cost automated
screening procedure with objective reading of the results and innocuous for the detection of specific
antibodies against virus. This technological tool will allow establishing a feasible diagnostic system to
be used with a large number of samples and to be able to determine the epidemiological status of
EOA in the pig population of the country, as well as to be able to estimate the potential risk that the
mobilization of infected pigs in the country would imply. A situation that to date is unknown in Mexico,
the only country where this disease has been reported in pigs.

Key Words: Porcine Orthorubulavirus, PRV-LPMV, HN, Hemagglutinin neuraminidase, recombinant.

Introduccién el margen de utilidad de las empresas
dedicadas a la crianza y venta de cerdos,
Durante los dltimos afios, la Industria Porcina como son la Diarrea Epidémica del Cerdo
Mexicana se ha visto afectada por cuatro (DEP), el Sindrome Respiratorio y
enfermedades  virales que  impactan Reproductivo (PRRS), Circovirus Porcino
negativamente en el costo de produccioén y en Tipo2 (CV) y la Enfermedad del Ojo Azul
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(EOA). El impacto econémico se asocia a los
gastos en medicamentos, mortalidad de
lechones y la baja fertilidad, entre otras. En la
actualidad, la biologia molecular ha permitido
el desarrollo de diversos campos de la ciencia,
que ha dado oportunidad a un gran niamero de
aplicaciones biotecnoldgicas en diversos
sectores industriales con un crecimiento del
1.5% del 2015 al 2020 (Martin et al 2021). Los
reportes mas recientes indican que México
ocupa el 8° lugar a nivel mundial en
produccién porcina con 1.600 toneladas de
carne, representando un incremento del 4.5%
con respecto al mes de abril del 2022
(Shahbandeh, M. 2023). Por su parte, la
USDA mostr6 datos que indican que la
producciéon porcina en México en enero y
febrero del 2023 presenta una tendencia en
aumento con 1,570 toneladas de carne,
siendo mayor con respecto a los afios
anteriores (USDA 2023).

Por esta razon el Centro Nacional de
Investigacion Disciplinaria en Salud Animal e
Inocuidad (CENID-SAI) del INIFAP ha
desarrollado dentro de sus lineas de
investigacion el area de Biotecnologia en
Salud Animal, relacionado al estudio de
Enfermedades Virales de interés pecuario que
afectan la ganaderia nacional. Dentro de estos
aspectos en particular se han desarrollado
herramientas biotecnolégicas para el estudio
de la Enfermedad del Ojo Azul (EOA)
considerada una de las cuatro enfermedades
de importancia epidemiolégica en México. La
Enfermedad del Ojo Azul (EOA) fue
reconocida desde el inicio de los 80's y
contindia siendo un problema para la industria
porcina del pais. Desde 1997 hasta la fecha,
para México la Enfermedad de Ojo Azul
representa una limitante para el comercio
internacional como es citado en el
Reglamento de Importacion de Animales y
Productos de origen Animal de la Agencia de
Servicios de Inspeccién en Salud Animal y
Vegetal USDA (APHIS, 9 CFR cap 1, subcap
D 1997, part 94 2005).

La EOA se caracteriza por ocasionar
problemas  nerviosos, respiratorios y
reproductivos. Los signos clinicos varian
considerablemente y dependen de la edad del
cerdo. Los lechones son los mas afectados,
quienes presentan encefalitis, neumonia y
opacidad de la cornea (Stephano et al., 1988).
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El impacto negativo en los parametros
reproductivos y la mortalidad que se presenta
durante un brote de esta enfermedad en
granja, ocasiona considerables pérdidas
econdmicas, las cuales se asocian a la baja
en la fertilidad, incremento en el porcentaje de
lechones nacidos muertos (arriba del 19%),
presencia de momia (mayor al 36%), la
disminucién en el numero total de lechones
nacidos vivos (-4.1) y el incremento en la
mortalidad de lechones durante las primeras
semanas de vida que puede ser mayor a un
50%. (Escobar et al., 2011, Ramirez-Mendoza
et al.,1997).

El Rubulavirus Porcino, Virus La Piedad
Michoacan México (PRV-LPMV) es el agente
causal de la enfermedad de “ojo azul’ en
cerdos, la cual, s6lo ha sido reportada en
México, es causada por un paramixovirus,
anteriormente  denominado  Rubulavirus
porcino y a partir del 2019 Orthorubulavirus
porcino (PRV) (Rima et al, 2019). El virus ha
sido caracterizado a nivel molecular (Berg et
al., 1991; 1992; 1997; Linné et al.1992; Reyes-
Leyva et al., 1999; Svenda et al, 1997,
Sundkvist et al., 1990; 1992), nivel celular
(Hjertner etal., 1997;1998; Reyes-Leyvaetal.,
1997; Wiman et al, 1998) y mediante
infecciones experimentales (Allan et al., 1996;
Hernandez-Jauregui et al., 2004; Stephano et
al; 1988; Stephano, 1999, Rivera et al., 2013,
Cuevas-Romero et al.,, 2015). El genoma
consiste en una cadena sencilla de RNA, de
polaridad negativa, de aproximadamente 15
K. Los andlisis filogenéticos han demostrado
que el virus se relaciona mas con el virus de
paperas y el de los simios 5 (SV5) (Berg et al.,
1991; 1992; 1997; Svenda 1997, Sundkvist et
al.,, 1992). Sin embargo, la identidad para
estos virus a nivel de aminoacidos es solo de
un 40%. El virus recientemente ha sido
clasificado en la subfamilia Rubulavirinae
como Porcine orthorubulavirus-La Piedad
Michoacan México virus (PRV-LPMV) (ICTV
2019). Existen méas datos en relacion al gen
de la proteina hemaglutinina neuraminidasa
(HN). Desde 1990 hasta la fecha, se tiene
reportados aproximadamente 20 secuencias
del gen HN de diferentes aislados, por
ejemplo: LPMV-CI, LPMV-CIl, LPMV-CIII y
LPMV-CIV, entre otros. En México no existe
alguna norma oficial que permita establecer
programas de prevencion, diagnéstico y
vigilancia epidemiolégica de la EOA.
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Desde la aparicion de la EOA (1981), la
prevencion y el control en las granjas
infectadas se ha basado en estandares de
sanidad e higiene (Correa-Girén et al., 2002;
Moreno-L6pez et al. 1986). Se reporta una
seroprevalencia del Rubulavirus porcino
(PRV) del 9% al 23.7% en los estados de
Jalisco, Michoacan, Estado de México y
Guanajuato, por lo que la enfermedad
continua endémica principalmente en la
region central y occidental de la Republica
Mexicana (Escobar, et al., 2011).

En relacion a las posibles técnicas
diagnosticas, solo estan disponibles las
pruebas serolégicas de seroneutralizacién y el
clasico aislamiento viral (McNeilly et al., 1997;
Nordengrahn et al., 1999). Sin embargo, para
varios propositos de investigacion, se ha
empleado la tecnologia clasica de inhibicion
de la hemoaglutinacién, aunque ésta, no es
considerada una técnica oficial para el
diagnéstico seroldgico.

Actualmente no se tiene disponible a nivel
comercial una prueba de diagnéstico
seroldgico, segura, facil, rdpida y barata que
permita evaluar un gran nimero de muestras
de cerdo y tener un diagndstico en un corto
periodo de tiempo. De tal forma que para
México cobra vital importancia el desarrollar
sistemas de diagndstico y/o inmundogenos que
permitan proporcionar a la Industria Porcina
del pais una herramienta preventiva que
permita establecer programas preventivos
seguro, confiable e inocuo para su aplicacion
y para su uso sin riesgo de transmisién y
diseminacién de agentes virales hacia zonas
libres del pais.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y
estandarizar un método de diagnéstico
inmunoenzimatico de ELISA indirecta (ELISA-
1), sensible y especifica, basado en la
utilizacion de la proteina recombinante HN del
Rubulavirus porcino, que es una glicoproteina
altamente inmunogénica, donde los
anticuerpos especificos que se generan en el
hospedero neutralizan el reconocimiento de
los receptores a nivel celular.

Material y Métodos

Obtencion de la Proteina HN recombinante
La proteina HN del Rubulavirus porcino, que
corresponde a la glicoproteina
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hemaglutinacién-neuraminidasa (HN) del
PRV, fue obtenida de un desarrollo previo del
CENID-SAI, Laboratorio de Epizootiologia. A
partir de esta proteina recombinante HN (rHN-
PorPV) (No. De acceso: KC928078) (Cuevas-
Romero et al., 2016), altamente antigénica se
genero6 un lote de trabajo para el desarrollo de
la prueba de ELISA indirecta (ELISA-I).
Brevemente, se descongel6 de -70°C una
alicuota de la clona de la rHN-PorPV, y se
utilizé para inocular un precultivo en medio LB
con kanamicina (50 pg/ml), el cual se dejé
crecer durante 18 horas. Se tomé el precultivo
necesario para inocular un matraz con 75 ml
de medio LB bajo en sales comenzado a 0.5
DO a 600 nm, se incubd en agitacion continua
(250 rpm) a 37°C durante 3 horas.
Posteriormente la induccién se llevé a cabo
cuando el cultivo llegé a una DO 600nm de
entre 0.8 y 1.5 y se agregaron 250 pl de
isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido  (IPTG)
1My 50 pl de L-Ramosa al 20% y nuevamente
el cultivo fue colocado en agitacion continua
(250 rpm) durante 18 horas a 37°C. Se
centrifug6 el material (4000 rpm, por 10 min)
para trabajar con el paquete celular (pellet), y
mediante un proceso de lisis con alta presion
(8000 psi) y purificacibn mediante una
columna de afinidad (HisTrap HP His tag
protein purification column), se purifico la
proteina para su evaluacién mediante SDS-
PAGE y Western-Blot, utilizando un
anticuerpo monoclonal anti-histidina,
especifico para reconocer la proteina
expresada. La proteina expresada se
cuantificé utilizando el método de Bradford.

Estandarizacion de la prueba de ELISA

Para el desarrollo de la técnica de ELISA-I, se
consideraron algunos factores importantes
tales como: adsorcion vy titulacion del
antigeno, controles de suero positivos
(procedentes de animales vacunados), sueros
negativos (animales libres), titulacion de
conjugado, cinética de reaccion del substrato,
tiempo de incubacioén, temperatura, pH de las
soluciones amortiguadoras, tiempo éptimo de
lectura e interpretacion de resultados,
(Burgess, 1988; De'Ath, G. 1988; Edwards, et
al., 1985; McLaren, et al., 1985).

Se estandariz6 la prueba de ELISA-I,

mediante la  evaluacibn de  sueros
procedentes de cerdos inmunizados
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experimentalmente, y sueros negativos de
animales SPF, proporcionados del banco de
sueros del proyecto de Rubulavirus porcino
del CENID-SAI, Laboratorio de Epizootiologia.
Los cuales se utilizaron para determinar las
concentraciones 6ptimas para el uso de la
proteina recombinante HN, conjugado vy
sustrato respectivamente.

Se prepar6 un lote piloto de rHN-PorPV para
titulacion de antigeno en microplacas de fondo
plano con 96 pocillos (NUNC Polysorp
Surface) para su evaluacion en el desarrollo
de la prueba de ELISA-l. Se determin6 la
concentracion optima de proteina
recombinante HN para sensibilizar
microplacas, utilizando diluciones dobles a
partir de (1:500) 50 pg/100ul hasta 400
png/100ul con el modelo denominado "
titulaciéon por bloque" es decir; se utilizaron
diferentes diluciones de antigeno frente a
diferentes diluciones de conjugado a partir de
una dilucién de 1:5000 hasta 1:20000, fijando
la dilucion de los sueros controles a 1:200 en
toda la placa.

La absorcién del antigeno en el fondo de las
placas, se realiz6 mediante el uso de solucion
amortiguadora de carbonatos 0.1 M pH 9.6.
En todos los ensayos se consider6 un
volumen de 100 pl para cada pozo, las placas
se sellaron con papel parafilm y se colocaron
dentro de una camara humeda la cual se
incubo en refrigeracién a 4° C durante toda la
noche. El criterio para seleccionar la dilucion
de antigeno se consider6 en donde se
obtuviera la mayor diferencia entre el suero
control positivo y negativo (minimo tres
desviaciones estandar en la densidad optica
DO), y donde la reaccién inespecifica (fondo)
fuera menor de 0.05 DO a 450 nm.

La determinacion la concentracién Optima de
Conjugado (anticuerpo monoclonal anti-IgG
porcina), desarrollado en cabra (KPL, USA)
conjugado con peroxidasa de rabano, se
realiz6 de la siguiente forma: inicialmente para
su empleo se reconstituyo el conjugado con 1
ml de una mezcla glicerol-agua 50% (V/V)
agitando suavemente, se hicieron alicuotas y
se almacend a -20° C. Posteriormente, la
determinacion de la diluciébn 6ptima del
conjugado siguiendo el modelo de "tablero de
ajedrez" utilizando diluciones decimales
iniciando a partir de una dilucion de 1:5000
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hasta 1:20000 a una diluciébn constante de
sueros controles (1:200).

Para la determinacion del tiempo de lectura
del ensayo, se elaboré la curva de cinética de
reaccion del substrato ABTS 0.1[2,2’-Azinobis
(3-ethylbenztioline-6-Sulfonc  Acid)] (ABTS
0.1N), mediante lecturas de la densidad optica
(DO) durante 30" aintervalos de 5', en el lector
de ELISA, Multiscan plus Il, esto permitié
determinar el tiempo de lectura del ensayo y
el punto en el cual es preferible detener
guimicamente la prueba, donde exista mayor
diferencia entre sueros positivos y sueros
negativos. Se adapté un software para lectura
y estandarizacién de los sueros mediante
porcentaje de positividad (%PP), se hicieron
10 repeticiones del mismo ensayo para
determinar la variacion del mismo y establecer
las densidades opticas de los sueros
controles.

Sueros controles de la prueba de ELISA

Se emplearon 30 sueros provenientes de
cerdos SPF negativos, libres de la infeccion
del PRV y 30 sueros de cerdos SPF infectados
experimentalmente con el PRV para la
obtencién del Suero control positivo fuerte
(C++) anti-PRV, suero control positivo débil
(C+) anti-PRV y 30 suero control negativo (C-)
respectivamente. Las muestras de suero
fueron proporcionadas del banco de sueros
del Proyecto de Investigacién de la EOA, del
CENID-SAI preservadas en congelacion —
20°C. La determinaciébn de anticuerpos
circulantes, especificos contra el PRV, se
realizé mediante la prueba de
Seroneutralizacién en cultivo de tejidos (SN)
por el método convencional. Brevemente,
para la realizacion de SN, se trabajaron placas
de 96 pozos estériles marca “NUNC” de fondo
plano, los sueros se inactivaron a 56 °C
durante 30 min. y la infeccién se realiz6 con
200 TCID/0.05ml. de PRV, utilizando la linea
celular PK15, de acuerdo con la técnica
descrita por Mc Neilly y colaboradores (Allan
et al. 1996, Dinter Zvonimir,1989, Mc Neilly et
al. 1997).

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 mediante el
programa Win-Episcope, (Frankena K &
Goelema J O. 1991). Para determinar valores
de sensibilidad y especificidad con los sueros
controles de referencia (positivos y negativos)
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en comparacion con los resultados de SN,
mediante una tabla de contingencia de 2 x 2
(Tabla 1). Los resultados de ambas pruebas
se correlacionaron, considerando el ensayo

de SN como prueba de referencia ("Gold
Estandar").

Tabla 1. Tabla de contingencia de 2x2 para obtener la sensibilidad y especificidad.

SN (Prueba de oro)

| NO Total
ELISA-
Indirecta + A B A+B
- C D C+D
Total A+C B+D N

A = numero de verdaderos positivos
B = ndmero de falsos positivos

C = ntmero de falsos negativos

D = nimero de verdaderos negativos

Sensibilidad (%) = 100*A/(A+C)
Especificidad (%) = 100*D/(B+D)

Determinacién del punto de corte o "Cut-off"
del ELISA.

El punto de corte se defini6 como el nivel de
anticuerpos en un suero el cual discrimina
entre animales positivos y negativos (Wardley
& Crowther, 1981; Dierksheide, 1987). La
determinacion del punto de corte es punto
central en cualquier ensayo seroldgico. La
implicacion de este punto de corte varia de
enfermedad a enfermedad o del estado de
vacunacién del animal. Este puede ser usado
para determinar si  un animal esta
potencialmente infectado o no y definir la
seroconversion en animales vacunados. El
Unico método valido para determinar un punto
de corte diagnéstico es probar muestras de
sueros provenientes de animales positivos
conocidos y negativos conocidos. Los
resultados de los sueros control y los sueros
de prueba se expresaron como porcentajes de
positividad (%PP) de la lectura de la DO media
del C++, a un tiempo de incubacion del
cromégeno de 20 minutos. El porcentaje de
positividad se calculé6 mediante la siguiente
formula:

%PP = DO de la muestra de prueba X 100
DO del control positivo fuerte C++

Validacién de la Prueba de ELISA

Una vez estandarizada la prueba, se procedi6
a la validacion del inmunoensayo comparando
los resultados de un nucleo de sueros
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evaluados mediante la prueba de Inhibicién de
la Hemoaglutinacién (IH), (prueba rutinaria
utilizada en el diagnéstico seroldgico del PRV)
como se menciond anteriormente, con los
resultados de la prueba de ELISA-I, para esto
se selecciond una granja porcina en el estado
de Guanajuato con antecedentes clinicos de
la infeccion por el PRV y con perfil serolégico
conocido mediante la prueba de IH. Se
seleccionaron 60 sueros de cerdos
seroldgicamente positivos por la prueba de
Inhibicién de la Hemoaglutinacion con titulos
entre 1:160 y 1:320 unidades, esta prueba se
basan en las caracteristicas de
hemoaglutinacién que presenta la proteina
estructural HA del PRV utilizando glébulos
rojos de pollo; brevemente, inicialmente se
realizé la titulacibn del virus a partir de
diluciones dobles del antigeno PRV de los
sobrenadantes de células PK15, inoculados
con la cepa de referencia. El efecto de
aglutinacion de glébulos rojos de pollo, se
observé a través de un microscopio de luz,
donde se estableci6 un titulo de trabajé de 1:8
unidades hemoaglutinantes para la prueba de
IH (Correa et al. 1988, Dinter Zvonimir, 1989,
Mc Neilly et al. 1997). Adicionalmente se
incluyeron 30 sueros de cerdos negativos
provenientes de una zona libre de la infeccion
por el PRV. La concordancia entre ambas
pruebas se determiné mediante la prueba de
KAPPA, que expresa la proporcion de
concordancia de que ambas pruebas
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coincidan mas alla del azar, cuando KAPPA
tiene un valor de 0 indica que no existe
concordancia entre las pruebas evaluadas; si
se presenta un valor de 1.0, indica una
perfecta concordancia (Thorner, et al., 1981;
Taylor,1986; Frankena, 1991).

Resultados

Cuantificacion de la proteina HN
recombinante y deteccion mediante SDS-
Page y Western-Blot.

La deteccion de la proteina HN se observo en
61.7 kDa mediante SDS-PAGE obteniendo un
lote de trabajo con una concentracién de 70
pg/ml el cual se utilizé para la estandarizacion
de las pruebas de ELISA-l. La prueba de
Western-blot fue revelada con el uso de un
monoclonal anti —Histidina y un segundo
anticuerpo anti-mouse-HRP, marcado con
peroxidasa, demostrando con esto la
especificidad de la proteina para su uso en la
prueba de ELISA-I (Figura 1).
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Estandarizacion del ensayo de ELISA-I, con la
proteina recombinante HN del PRV

Se establecieron los tiempos de incubacion
para la antigenacion de placas en 24 ha 4°y
de 60 minutos a 37° para los anticuerpos
empleados respectivamente. Se determiné la
concentracién Optima del antigeno (proteina
recombinante HN), evaluada mediante el
modelo de "titulacién por bloque" indicando
una concentracion de 100 pg /pozo. En la
titulacién del conjugado (monoclonal anti-IgG
porcina) utilizando los sueros controles de
referencia se establecio una dilucién de 1:10
000, donde se observd la mayor diferencia
entre  sueros  positivos y  negativos
determinada mediante la curva de cinética de
reaccion del sustrato (ABTS) registrada
durante 30’ con intervalos de lecturas cada 5/,
resultando en un tiempo ideal de lectura para
el inmunoensayo a 20' después de iniciada la
reaccion (Figura 2).

b)

Figura 1. a) Expresién de la rHN-PorPV visualizada en SDS-PAGE al 12%. Carril 1. Marcador de peso molecular
(Prestained Protein MV Marker (Thermo Scientific, EU Lituania)), Carril 2. Cultivo de E. coli BL21 transformada sin expresar,
Carril 3. Cultivo de E. coli BL21 expresado con IPTG. b) Visualizacion del proceso de obtencién de la rHN-PorPV en SDS-
PAGE al 12% y Western Blot (revelado con anti-histidina y anti-raton) carril 1 se encuentra el Marcador de peso molecular,
en los carriles 2 y 3 se presentan los Cuerpos de inclusién-rHN y en los carriles del 4 al 8 se presentan las eluciones de la
columna (proteina purificada).
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Figura 2. Cinética de reaccion del sustrato (ABTS) en presencia de sueros de referencia a diferentes tiempos.

A partir de las condiciones de trabajo
establecidas, se analizaron un total de 30
sueros de porcinos, clasificados previamente
como positivos 0 negativos por la prueba de
seroneutralizacion (SN) del banco de sueros
del CENID-SAI-INIFAP, donde los sueros de
referencia positivos evaluados mediante la
prueba de SN (“Gold estandar”), mostraron
titulos superiores a 1:128, y los sueros
negativos no mostraron actividad
neutralizante. Los resultados de la prueba de
ELISA-I se expresaron mediante el andlisis de
las lecturas de densidad 6ptica (DO 414nm),
en porcentajes de positividad (%PP), en
relacién con un control fuerte positivo (C++) de
referencia mediante un software para
procesamiento de datos, considerando 10
repeticiones para el ensayo. Se determind la
distribucion de la frecuencia de los sueros
positivos o0 negativos en los intervalos de
densidades ¢épticas mas 1 desviacion
estandar (DS) con los siguientes resultados;
para el suero control fuerte positivo (C++) fue
de 0.88 a 1.38, para el suero control débil
positivo (C+) de 0.442 a 0.774 con porcentajes
de positividad mayores a 25%, y para el suero
control negativo (C-) de 0.052 a 0.032 con
valores de %PP menores del 5%. (Tabla 2),
estableciendo un punto de corte del 20 %PP
con respecto al valor de la DO del suero
control negativo (+ 3DS) en relacion al valor
de la DO del suero control fuerte positivo (-
3DS). Se determind la sensibilidad y
especificidad del ensayo, mediante una tabla
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de contingencia de 2x2; bajo estas
condiciones experimentales se obtuvo una
sensibilidad comparada de 100% y una
especificidad comparada de 100% en relacién
con la prueba de SN como prueba de
referencia (Tabla 3).

Validacion de la Prueba de ELISA-I

Los resultados en la validacién del ensayo con
90 sueros de cerdos naturalmente infectados
obtenidos de una granja positiva al PRV,
mostraron titulos en la prueba de IH entre 1:16
y 1: 128, cuando observamos los datos del %
PP de los mismos sueros en la prueba de
ELISA-I, a wuna dilucibn de 1:16, las
densidades 6pticas observadas se detectaron
con valores superiores al 25% PP indicativo a
una alta concentracion de material de reaccion
antigeno-anticuerpo. Los resultados de la
comparacion del ensayo de ELISA-I contra la
prueba de IH, mostraron una concordancia
estimada mediante el valor de KAPPA de
0.052 (Tabla 3) indicativo de un moderado
nivel de concordancia, esto podria ser
explicado por la baja sensibilidad que
presenta la prueba de IH (Tabla 4).
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Tabla 2. Comportamiento del ensayo ELISA-I en 10 repeticiones. Valores de densidad 6ptica (414 nm) promedio y

PRUEBA DE CONCORDANCIA: RESULTADOS
PROPORCION DE OBSERVADOS 0.79
PROPORCION DE ESPERADOS 0.56
POSIBILIDAD DE MINIMO ERROR 0.23
MAXIMA POSIBILIDAD DE CONCORDANCIA 0.44
Kappa= 0.52
RESULTADOS INGRESADOS (A, B, C, D)
PRUEBA ESTANDAR
1 2 3 4 TOTAL
PRUEBA
1 51 9 0 0 60
2 10 20 0 0 30
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
TOTAL 61 29 0 0 90
ALTERNA
desviacion estandar (DS).
SUEROS PROMEDIO DESVIACION ESTANDAR
Control Fuerte Positivo C++ 1.132 0.248
Control Débil Positivo C+ 0.608 0.166
Control Negativo (C-) 0.044 0.012
Control Conjugado (Cc) 0.008 0.007

Tabla 3. Sensibilidad y Especificidad* de ELISA-I (punto de corte al 20%) comparada con la prueba de Seroneutralizacion
(SN) (estandar de oro) determinada en sueros de cerdos SPF infectados experimentalmente con el PRV y negativos
respectivamente.

Tabla 4. Tabla de concordancia obtenida por el programa EPISCOPE

SN (estandar de oro)

(punto de corte 20%)
ELISA Positivos Negativos Total
Positivos 30 0 30
Negativos 0 30 30
Total 30 30 60

Sensibilidad comparada 100%; Especificidad comparada 100%
Valor predictivo: para detectar animales positivos 100%; para detectar animales negativos: 100%

*Esta tabla de contingencia analizada con el programa Episcope (12).

Discusién especulado que la transmision del virus al

cerdo podria ser a través de reservorios
El primer brote reportado de la enfermedad de silvestres. Como soporte a esta teoria, se ha
ojo azul en cerdos fue en los inicios de 1980. demostrado  recientemente  que  los
La enfermedad todavia es un problema para murciélagos hematéfagos de México poseen
la industria porcina en México. Se ha anticuerpos dirigidos hacia el PRV (Salas-

Rojas et al., 2004).
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Por otro lado, no se ha comprobado
formalmente que los murciélagos
hemato6fagos sean un reservorio natural del
PRV. Sin embargo, considerando que éstos
son reservorio para muchos virus con
potencial de diseminacion a otras especies, es
ciertamente posible que también sean
reservorios del PRV.

Para tener la capacidad de investigar la
diseminacion del PRV en la naturaleza y en el
cerdo, se ha desarrollado en este estudio la
técnica de ELISA-I, a partir de la proteina HN
recombinante del virus, que permite evitar el
manejo de antigeno vivo y la diseminacion del
virus en areas geograficas libres de la
enfermedad. Con el fin de tener la capacidad
de estudiar la situacién epizootioldgica de la
enfermedad en México, asi como otros
aspectos de circulacién del virus en diferentes
areas porcinas del pais.

La técnica de ELISA-I tiene muchas ventajas
sobre otros métodos diagndsticos. Por
ejemplo, la prueba tiene una alta sensibilidad,
especificidad y el procedimiento limita una
posible contaminacion cruzada con otros
virus. Para el desarrollo de esta técnica se ha
usado el gen HN del PRV debido a que éste
es altamente expresado (Hjertner et al., 1998)
y también a que su secuencia se encuentra
disponible (Berg et al., 1992).

En resumen, el desarrollo del método de
ELISA-I basado en la proteina recombinante
HN del PRV- LPMV, representa una
alternativa idonea para la determinacion de
animales enfermos o libres de la enfermedad,
favoreciendo el comercio a nivel nacional e
internacional de productos de origen porcino.
Este desarrollo tecnolégico puede ser
empleado en futuros estudios enfocados en
diferentes cuestiones biolégicas, asi como
epidemiolégicas para el control de este virus
en México.

Conclusion

La tecnologia generada en este proyecto,
ademas de ser factible de ser protegida
mediante su registro de patente, resulta una
importante alternativa para el diagnostico de
la Enfermedad del Ojo Azul en México, dado
que esta enfermedad representa una barrera
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arancelaria para la exportacion de cerdos y
sus derivados, asi como para la movilizacion
de animales dentro del comercio nacional e
internacional.

Ademas de proveer un sistema diagnostico a
la  industria  farmacéutica  veterinaria
mexicana, con la oportunidad de realizar una
produccién en extenso que permita una
apertura en el diagnostico y vigilancia
epidemiolégica de la enfermedad en México.
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Resumen

El impacto de las abejas y de la apicultura radica en los beneficios que estas generan al medio
ambiente y en la cadena productiva de alimentos. Como cualquier organismo, las abejas son
afectadas por agentes patégenos. Algunos sintomas de las enfermedades pueden ser detectados
en campo; sin embargo las evaluaciones clinicas iniciales basadas en los signos visibles a menudo
resultan insuficientes, siendo necesarios andlisis de laboratorio para su confirmacién. Las técnicas
de biologia molecular se han vuelto herramientas eficientes en el diagnéstico de las enfermedades
y se pueden realizar a partir de diferentes tipos de muestras ante la sospecha de patégenos. Con
la amplificaciobn de genes de interés a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa es
posible la deteccidn especifica, alin en muestras de abejas asintométicas.

Palabras Claves: Abejas, Enfermedades, Diagnostico

Abstract

The impact of bees and beekeeping lies in the benefits they generate for the environment and the
food production chain. Like any organism, bees are affected by pathogens. Some disease
symptoms can be detected in the field; however, initial clinical evaluations based on visible signs
are often insufficient, and laboratory analysis is necessary for confirmation. Molecular biology
techniques have become efficient tools in disease diagnosis and can be performed on different
types of samples. The amplification of genes of interest through the Polymerase Chain Reaction
makes specific detection of suspected pathogens possible, even in asymptomatic bee samples.

Key Words: Abejas meliferas, enfermedades, diagnéstico, honey bees, diseases, diagnostic

Introduccién ayudan en el mantenimiento y la
regeneracion de los ecosistemas (Le Conte

Las abejas (Apis mellifera L.) son insectos
considerados econémica y ecoldégicamente
importantes por los beneficios que
proporcionan, al ser los principales
polinizadores permiten conservar y mantener
la biodiversidad de numerosas especies de
plantas silvestres y cultivadas, ademés de
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2008, Nanetti 2021).

En México la actividad apicola es
considerada importante por el impacto que
genera principalmente la produccién de miel.
En el afio 2022, nuestro pais se ubicé en el
quinto lugar como exportador y a nivel
mundial ocupé el noveno lugar como
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productor de miel con 62,079 toneladas
(Panorama Agroalimentario 2022).

De forma habitual, en el apiario se debe
realizar una revision rutinaria para la
deteccion temprana de enfermedades,
siendo clave para evitar el contagio y la
dispersion entre las colonias. Durante estas
revisiones solo se puede realizar un
diagnostico presuntivo inicial basado en la
presencia de signos, dentro de los que
podemos observar, en el caso de
enfermedades de la cria: Panales con un
patron salteado de postura, opérculos
oscuros hundidos, perforados o con aspecto
grasiento, cambios de coloracion en las crias,
restos de larvas o escamas cafés oscuro o
negras y quebradizas, restos viscosos o de

Figura 1. Pri

consistencia elastica que carecen de forma,
puede haber presencia de olores diferentes
acidos o agrios (figura 1) (Garrido 2013,
Espinosa 2016, OIE 2018). En las abejas
adultas se pueden identificar: abejas que
presentan temblor de alas, abejas con
paralisis, o con incapacidad para volar
(arrastrandose) cerca de la entrada de la
colmena, desprovistas de vellosidades, con
coloracion negruzca y abejas muertas o en el
caso de infecciones ocasionadas por virus
suelen ser asintométicos y cuando llegan a
observarse signos, estos son compartidos
con otras enfermedades (Figura 2) (SADER
2019). Desafortunadamente, varios de los
signos que se pueden identificar en campo
también pueden ser un indicador de otros
problemas, como wuna reina vieja o
intoxicacibn de las abejas, consumo de
alimento fermentado, etc.,

vacias, b) crias afectadas con cambios de coloracion, c) opérculos oscuros hundidos, perforados, d) restos de larvas o
escamas cafés oscuro 0 negras Fotos Leal Hernandez Marisela-
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Figura 2. Algunos signos en el caso de enfermedades de las abejas adultas: abejas desprovistas de vellosidades, abejas
con coloracion negruzca, abejas mas pequefias Fotos Leal Hernandez Marisela.

por lo que es necesario realizar un
diagndstico detallado.

Ante la sospecha de enfermedad, tras la
identificacién de los signos en la colonia, es
necesario realizar su confirmacion con un
analisis de laboratorio rapido y especifico de
forma mas certera hacia el patégeno de
interés y asi establecer un diagndstico
definitivo y posteriormente elaborar un plan
de control y prevencién de enfermedades,
por lo que el objetivo de este articulo fue
realizar una revision de literatura sobre la
importancia, metodologias y efectividad de
realizar un diagnoéstico a nivel molecular en
algunas enfermedades que afectan a la abeja
Apis mellifera L.

En la actualidad, las técnicas de biologia
molecular se han vuelto herramientas
eficientes, de gran ayuda en el diagnéstico
de las enfermedades para muchas especies
animales productivas, incluyendo las abejas.
El diagnostico de enfermedades en una
colonia se puede realizar a partir de
diferentes tipos de muestras y productos
apicolas como: larvas (cria), abejas (insecto
adulto), miel o polen. Pruebas como la
Reacciébn en Cadena de la Polimerasa
(PCR), que se basan en la amplificacion y
analisis de uno 0 mas genes o segmentos
gendémicos, que permiten detectar, identificar

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1

y cuantificar de forma certera con alta
sensibilidad y especificidad la presencia de
algun patégeno, incluso pudiendo detectarlos
alin sin la presencia de signos clinicos de la
enfermedad, también permite realizar analisis
de co-infecciones, descripcibn de nuevas
especies, determinar asociaciones entre
genotipos y fenotipos y se pueden realizar
estudios de estructura poblacional (Riviére
2013, OIE, 2018; Galajda et al., 2021,
Lannutti 2022). Desde que se empezé a
emplear este tipo de herramientas se han
disefiado una gran cantidad de PCR’s para la
deteccion de las diferentes enfermedades
(Antinez 2004, Riviére 2013).

Las enfermedades que afectan a las abejas
que son consideradas de mayor importancia
e impacto, porque pueden representar una
amenaza para su salud y productividad, se
dividen en 4 grupos, las producidas por
bacterias: Loque europea, Loque americana;
las producidas por parasitos: varroosis,
acariosis; las producidas por hongos:
Aspergilosis, Cria de piedra, Vairimorphosis
(Nosemosis) y las producidas por virus: Virus
de las alas deformes, Virus de las celdas
reales negras, Virus de la pardlisis aguda,
Virus de la pardlisis aguda Israeli, Virus de la
cria ensacada y Virus de Cachemira son los
mas importantes por el grado de dafio que
pueden llegar a ocasionar. También estan las
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plagas que afectan a las abejas como son
polilla de la cera, aethinosis y hormigas (Al
Naggar 2020). Patologias como la varroosis y
las plagas, se pueden identificar vy
diagnosticar a simple vista, por lo que el
desarrollo de los diagnésticos moleculares se
ha enfocado en las enfermedades mas
complejas de diagnosticar.

Principales enfermedades ocasionadas
por bacterias

La logue americana (American foulbrood
AFB) producida por la bacteria Paenibacillus
larvae; y la loque europea (European
Foulbrood EFB), producida por
Melissococcus plutonius, son enfermedades
que se encuentran extendidas en todo el
mundo y las cuales propician la disminucion
de las colonias. Ambas infectan a las larvas a
través de la via oral, por el consumo de
alimento contaminado con las bacterias
ofrecido por las abejas adultas quienes
pueden ser portadoras asintomaticas pasivas
0 activas. En el caso de Loque americana,
las esporas al ser consumidas se desarrollan
en el intestino; la infeccion debe suceder
dentro de las primeras horas después de la
eclosion del huevo, matando a la cria en la
etapa de prepupa o pupa, P. larvae tiene la
capacidad de producir millones de esporas
en cada larva infectada y con tan solo la
ingesta de diez o menos esporas en el
alimento es suficiente para iniciar una
infeccion mortal (Chan 2009). Las larvas
aumentan su resistencia a medida que se
desarrollan y después de 53 horas de haber
eclosionado las larvas no pueden ser
infectadas. Las abejas adultas no son
susceptibles a la Loque americana, pero las
esporas pueden permanecer en su tracto
digestivo por méas de dos meses,
favoreciendo su diseminacion al momento de
alimentar a la cria (Ribiere 2007, Genersch
2010, Shimanuki 2010, OIE 2018). Respecto
a Loque -europea, la enfermedad se
manifiesta sin importar la etapa de desarrollo
de la cria. (Dainat 2018, OIE 2018).

El diagnostico de estas enfermedades
bacterianas se basa en la presencia de
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signos clinicos, asi como en la identificacion
del agente etiologico, su identificacion se
puede realizar a partir del aislamiento tanto
de P. larvae y M. plutonius y su posterior
identificacién mediante la técnica de PCR o
gPCR, que puede ser realizada a partir de
cultivos bacterianos puros, larvas o miel
(Bakonyi 2003, OIE 2018, Truong 2023). En
el caso de M. plutonius su cultivo resulta
complejo debido a los requerimientos
nutricionales de la bacteria, ademas de que
pueden crecer en el cultivo las bacterias
secundarias asociadas a la Loque europea,
bacterias presentes debido a que las larvas
infectadas tienen una microflora variada que
incluye diferentes tipos de bacterias
saprofitas como el Bacillus alvei, Bacillus
laterosporus 'y Achromobacter eurydice,
estas bacterias no forman parte del ciclo
infeccioso y se han reportado de manera
normal en larvas aparentemente sanas
(Sanchez- Esgua 2023).

Dainat, et al., en 2018 disefiaron una qPCR
triple para la deteccién de Loque europea y
Loque americana (incluyendo ERIC tipo | a
IV) y un gen especifico de la abeja como
control de la PCR, con la finalidad de obtener
un diagndstico precoz, utilizando
herramientas de deteccién precisas, rapidas,
baratas y faciles de manejar. Los autores
reportan que en 2008 cuando Roetschi y
colaboradores implementaron el primer
sistema de PCR en tiempo real aumenté
drasticamente la prevalencia de Loque
europea en la ultima década, pues pudieron
detectar la enfermedad de forma precisa,
demostrando la necesidad de tener
herramientas adecuadas de diagndstico para
poder tener un resultado mas certero y a
tiempo para establecer métodos de control
adecuados.

En México, a partir del afio 2014 nuestro
grupo de trabajo disefié una PCR en punto
final para cada uno de los diferentes
patdégenos, en el caso de Loque europea se
logro la deteccidon de M. plutonius mediante
PCR en abejas adultas asintomaticas
logrando amplificar un fragmento de 399 pb
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en 61.9 % (179 de 293) del total de las
muestras  analizadas, demostrando la
importancia de realizar un diagnéstico a nivel
de laboratorio y el impacto que tiene la

presencia de la bacteria en las abejas
adultas, a pesar de no presentar la
enfermedad (Tabla 1). Si alguna cria afectada
por las bacterias logra sobrevivir hasta la
etapa adulta, puede transmitir las bacterias a
las crias continuando el ciclo de infeccion.

Tabla 1. Prevalencias reportadas en diferentes estudios con el uso de PCR

Enfermedad Prevalencia
Loque europea 61.9 %
(Vairimorphosis) Nosemosis 91.7 %
Virus de las alas deformes 51.21%

Virus de la pardlisis aguda israeli 7.8 %
Virus de la cria ensacada 0.68 %

Virus de las celdas reales negras 34.9 %

Principales enfermedades ocasionadas
por parasitos

La acariosis, conocida también como
acarapisosis, acariasis, traqueitis acariana,
acarinosis o enfermedad de la isla de Wight
es una enfermedad causada por el acaro
Acarapis woodi Rennie, endoparasito
obligado del sistema respiratorio que se
alimenta de la hemolinfa del hospedador y
que afecta a los adultos de las tres castas de
abejas. El acaro se propaga por contacto
directo, aunque solamente son susceptibles
las abejas jévenes que tienen menos de 10
dias de emergidas. Los &caros se encuentran
principalmente en las traqueas protoracicas y
en ocasiones en los sacos aéreos de la
cabeza, térax y abdomen (Villa, 2007; OIE,
2018). El diagndstico se debe de realizar en
laboratorio mediante un examen
microscopico de las traqueas en abejas
adultas. Para realizarlo se toma una muestra
de abejas adultas en el interior de la colonia y
se realiza una diseccion para exponer el
primer par de traqueas y posteriormente
observar en el microscopio estereoscopico
lesiones de queratinizacion y/o melanizacion,
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NUmero de muestras Referencia

179/293 Datos no plublicados
102/111 Elizalde 2014
169/330 Leal 2021
39/501 Leal 2016

Leal 2016
741212 Leal 2015

estas lesiones son realizadas por el acaro al
momento de alimentarse y son consideradas
tipicas a la presencia del A. woodi; en
ocasiones también se puede observar la
presencia de los acaros en el interior de las
traqueas (OIE, 2018).

La metodologia de PCR ha demostrado ser
una técnica rapida, eficaz y sensible en
comparacién con el examen microscopico.
Kojima en 2011, para la deteccion de
Acarapis, establecié una PCR para amplificar
cuatro porciones de la subunidad | del
citocromo oxidasa mitocondrial de las
especies de A. woodi, A. dorsalis y A.
externus, con base a las secuencias de ADN
registradas en el Genbank, mientras que
Quintana et al., en 2019 con el uso de qPCR
obtuvieron una sensibilidad del 100%, una
especificidad del 91.67% y una precision del
91.89%; demostrando que el uso de pruebas
basadas en la tecnologia molecular son una
herramienta efectiva para el diagnéstico de la
enfermedad.
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Principales enfermedades ocasionadas
por hongos

La Vairimorphosis conocida como nosemosis,
nosemiasis o enfermedad de la desaparicion
espontanea, es causada  por los
recientemente reclasificados microsporidios:
Vairimorpha apis y V. ceranae (Tokarev 2020,
OIE, 2018). Estos hongos poseen la
capacidad de esporular, por lo que la
enfermedad puede estar presente durante
todo el afio en la colonia. Vairimorpha spp.
afecta a las tres castas de abejas adultas,
produce una enfermedad intestinal, invasiva
y contagiosa que se localizan y desarrollan
en el interior de las células epiteliales del
intestino medio de las abejas, ocasionando
un debilitamiento progresivo, el acortamiento
de la vida del hospedador y de no
controlarse, la perdida de la colonia (Formato
et al.,, 2022; lorizzo et al.,, 2022, Tokarev
2020). Para determinar la presencia de la
enfermedad se deben de tomar muestras de
abejas adultas en la entrada de la colmena y
recurrir al diagnostico de laboratorio a través
del método Cantwell, en el que se utiliza una
muestra de abdomenes macerados de
abejas, con la finalidad de observar las
esporas del patdgeno bajo el microscopio, sin
embargo; con este método no es posible
distinguir entre los dos tipos de Vairimorpha y
puede no detectar bajos niveles de
infestacion (Prendas-Rojas et al., 2018). El
uso de la PCR ha demostrado ser una
prueba muy sensible que permite detectar el
parasito aun en niveles muy bajos de
infeccion.

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE, 2018), describe el uso de una de PCR
multiple para identificar a V. apis y V. ceranae
al mismo tiempo, amplificando fragmentos
del gen 16S ARNr (=ARNr SSu) obteniendo
un producto de 143 bp para V. ceranae y 224
bp para V. apis. Elizalde et al., en 2014
ejecutaron la deteccion e identificacion de V.
ceranae y V. apis en colonias de abejas
meliferas donde de manera previa realizaron
un andlisis por microscopia encontrando el
83.8% (93/111) de las muestras positivo a
Vairimorpha spp y tras realizar la
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comparacion de los resultados que se
obtuvieron, con la técnica de PCR en donde
se identific6 el 91.7% (102/111) de las
muestras como positivas (Tabla 1), de las
cuales 66.6% fueron a V. cerana, 56.7% fue
V. apis y el 31.5% presentaron co-infeccién
con ambas especies de microsporidios, en
este estudio demuestra que con la técnica de
PCR se logré detectar un mayor nimero de
muestras positivas al ser mas sensible que la
microscopia.

Principales enfermedades ocasionadas
por virus

Estas enfermedades se encuentran muy
extendidas tanto en las abejas manejadas
como en colonias silvestres, usualmente las
infecciones virales en abejas no se asocian a
los signos clinicos, en ciertos casos puede
ocasionar una enfermedad seria o0 ser mortal
en algunas abejas o colapsar las colonias
enteras. Todo esto se ha documentado como
un importante promotor en las pérdidas de
colonias de abejas meliferas, algunos
estudios reportan que se pueden compartir
los virus de abejas meliferas con poblaciones
de abejas silvestres y abejorros,
particularmente cuando son transmitidas por
el &caro Varroa destructor el cual actia como
vector de los virus, (Berényi et al.,, 2006,
Dalmon et al.,, 2021; Fearon and Tibbetts
2021). El acaro se alimenta de la hemolinfa o
del cuerpo graso de las abejas aumentando
su capacidad para actuar como vector de
varios virus, lo que da lugar a una ruta de
transmision viral, ayudando a la propagacion
y resurgimiento de varios virus de abejas
(Chen and Siede 2007). Entre los virus que
se han visto implicados en la disminucion de
colonias se encuentran el virus de cachemira
(VC) (Johnson et al.,, 2009), el virus de la
paralisis lenta (VPL) (Neumann and Carreck
2010), el virus de la pardlisis aguda israeli
(VPAI) (Cox-Foster et al., 2007), el virus de la
paralisis aguda (VPA) (Genersch et al., 2010)
y el Virus de las alas deformes (VAD)
(Francis, Nielsen, and Kryger 2013).

En el caso de las enfermedades virales se
cuenta con el establecimiento de diferentes

45



Articulos

PCR’s para poder detectar y cuantificar virus.
La mayoria de estas detectan solo una
pequefia porcién del genoma viral o las
proteinas de la capside. Los métodos para la
deteccion del virus de las abejas meliferas se
basan en la reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-
PCR) ya que todos los virus que afectan a las
abejas son de tipo ARN. Varios autores han
establecido RT-PCR o (gRT-PCR para
detectar en muestras de abejas
asintomaticas los virus KBV, SBPV, IAPV,
ABPV, DWYV, (Tentcheva 2004, Gauthier
2007, Molineri en 2017). En 2021 Huang y
colaboradores establecen una RT-PCR
empleando como muestra hemolinfa para la
deteccion viral.

En 2015 Leal, et al, detectaron en dos
regiones apicolas de México, el virus de las
celdas reales negras (VCRN) por medio de
RT-PCR en abejas obreras aparentemente
sanas. El 34.9% (74/212) de las muestras de
abejas obreras adultas estudiadas fueron
positivas (Tabla 1) y comprobados mediante
secuenciacion y tras realizar el analisis se
encontré un 95 % de similitud con las
secuencias del VCRN reportadas en el
Genbank. EI VCRN afecta principalmente a
las crias de las abejas reina y este estudio
fue realizado en abejas obreras, quienes
podrian  actuar como  portadoras Yy
transmisoras del virus diseminando la
enfermedad, al momento de alimentar a las
crias de las reinas y de ahi la importancia de
la deteccion del VCRN en estas abejas.

Leal, et al., en 2016, desarrollaron una PCR
para detectar VPAI y determinaron una
prevalencia del 7.8% de un total de 501
muestras de abejas meliferas adultas
asintomaticas con un porcentaje de similitud
del 99% con las secuencias reportadas para
el VPAI. En el mismo afio, el grupo de trabajo
también realizé la deteccién de virus de la
cria ensacada en abejas meliferas en dos
regiones apicolas de México, empleando la
técnica de RT-PCR obteniendo una
prevalencia del 0.68% para la regiéon de la
Peninsula y del 6.2% para el Altiplano siendo
relativamente baja en ambas regiones
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(Tabla 1). La enfermedad de la cria ensacada
rara vez adquiere caracter epizod6tico y por lo
comun presenta un curso inofensivo, asi
como lo observaron en este trabajo.

En 2021 Leal, et al., detectaron mediante RT-
PCR la presencia del virus de las alas
deformes en abejas adultas asintomaticas y
buscaron su relacién con Varroa destructor,
determinando primeramente los niveles
infestacion de varroa encontrando una
prevalencia del 65.75% del total (330) de las
muestras evaluadas, mientras que VAD se
logré detectar por RT-PCR en el 51.21 %
(169 de 330) del total de las muestras, de las
cuales solo el 37.9% presento algun grado de
infestacion con varroa y el 13.6 % (145) fue
negativo al 4caro pero positivo al virus y el
26.66% de muestras negativas al virus fueron
positivas a varroa con algun grado de
infestacion (Tabla 1). Este tipo de estudios
muestra la importancia de realizar un
diagndstico integral a nivel de laboratorio y
también que no porque varroa esté presente
necesariamente van a estar infectadas con el
virus. Sin embargo; es necesario siempre
mantener los niveles de infestacion del
parasito lo mas bajo posible, ya que a niveles
elevados aumenta la probabilidad de
transmision de enfermedades a las colonias
de abejas débiles, pues es considerado el
principal factor predisponente para los virus
ya por su forma de alimentarse aumenta su
capacidad para actuar como vector ayudando
a la propagacién de diferentes virus (Berényi
et al., 2006, Chen and Siede 2007, Dalmon et
al., 2021; Fearon and Tibbetts 2021).

Conclusiones

Los resultados obtenidos en México y en
otras partes del mundo permiten confirmar
que el diagnéstico molecular a través de las
técnicas de PCR son una potente
herramienta no solo para diagnosticar
enfermedades, sino también para investigar
los agentes patégenos, generar informacion
para conocer y entender mejor las diferentes
enfermedades y el fendmeno de la pérdida
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de colmenas (Antunez 2004, Riviere 2013).
Este tipo de andlisis permite disefiar medidas
de control oportunas para diferentes
patologias, sin importar si se trata de virus,
bacterias o parasitos.

Siempre serd mejor realizar un manejo
preventivo, el cual incluye mantener colonias
sanas, fuertes y bien alimentadas, ademas
de realizar de manera periédica muestreos al
azar en al menos el 10% de las colonias
aparentemente sanas que conforman un
apiario, para conocer el estatus sanitario de
la unidad de produccién. Es muy importante
tomar en cuenta los posibles vectores y
transmisores de las diferentes enfermedades,
como pueden ser las abejas adultas
asintomaticas y el acaro V. destructor. Otra
recomendacién es fomentar la vinculacion
entre productores e instituciones
gubernamentales y de educacién para
apoyarlos en los manejos preventivos,
diagndstico y control de las enfermedades,
esto con la finalidad de mantener sanas a las
abejas y mejorar los niveles de produccion.
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