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INTRODUCCION

La apicultura es una de las principales actividades pecuarias con mayor relevancia en
México, con fines principalmente productivos en cuanto a miel y, en algunas regiones,
también se mantiene como un servicio de polinizacion. En 2024 la produccion de miel en
México fue de 57 430 toneladas (FAOSTAT, 2024). En el pais, mas de 50 mil familias
dependen de la apicultura; por lo tanto, la pérdida de colmenas y la disminucion en la
produccion impactan negativamente la economia y el sustento de poblaciones rurales

relacionadas con este tipo de produccién y sus subproductos (AGRICULTURA, 2021).

En este contexto, la vigilancia epidemiolégica en abejas, larvas y abejorros resulta
fundamental para la deteccion oportuna de enfermedades y otros factores que afectan la
salud de las colonias ya que al igual que cualquier otro ser vivo en el planeta, las abejas, son
susceptibles a las bacterias, virus y parasitos. La sanidad apicola es un tema pertinente para
la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia, ya que dentro de sus responsabilidades se
encuentran la prevencion, el diagndstico clinico oportuno, la identificacion y el tratamiento de
las enfermedades que afectan a las colmenas, haciendo especial énfasis en el diagndstico
clinico de las enfermedades de la colonia para su posterior tratamiento (SENASICA, 2019;
WOAH, 2023).

Las actividades realizadas en el marco del servicio social dentro del Centro Nacional de
Servicios de Diagnostico en Salud Animal (CENAPA), bajo la coordinacion del Servicio
Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA), se encuentran
directamente vinculadas con los objetivos de formacion profesional del plan de estudios de
Medicina Veterinaria y Zootecnia (UAM-Xochimilco, 2018). Dichas actividades fortalecen las
competencias del futuro médico veterinario en el diagndstico, prevencion y control de
enfermedades que afectan a las abejas, abejorros y subproductos de la produccion apicola
(CENAPA, 2025; WOAH, 2024).

La vigilancia epidemiolégica desarrollada en el CENAPA permite aplicar los conocimientos
adquiridos en epidemiologia, microbiologia, parasitologia y medicina preventiva, al tiempo
que fomenta la comprension de la sanidad apicola como parte de la salud animal y la

seguridad alimentaria. Este trabajo técnico integra los procedimientos de toma de muestras,



diagndstico de campo, identificacion de signos patognomédnicos y registro sanitario,

contribuyendo al fortalecimiento de programas nacionales de sanidad e inocuidad pecuaria.

En conjunto, estas actividades consolidan la formacion cientifica, técnica y ética como
meédico veterinario zootecnista, integrando la investigacion aplicada con la proteccion de los

polinizadores y el desarrollo del sector apicola nacional.

MARCO INSTITUCIONAL

El Centro Nacional de Referencia en Parasitologia Animal y Tecnologia Analitica (CENAPA)
forma parte del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASICA), organismo desconcentrado de la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER). Esta integracion permite al CENAPA desempefar un papel estratégico en la
proteccion de la sanidad animal y la inocuidad alimentaria en México, alineando sus acciones
con las politicas publicas y lineamientos técnicos establecidos por dichas instituciones
(SENASICA, 2023).

El CENAPA es un laboratorio lider en Latinoamérica, especializado en la implementacion de
técnicas analiticas avanzadas para la deteccidn de contaminantes y residuos toxicos en
productos carnicos, miel, huevo y otros subproductos de origen animal, incluyendo los
provenientes de la acuicultura y la pesca. Su objetivo principal es garantizar que estos
productos no representen un riesgo para la salud publica, contribuyendo al fortalecimiento de
la inocuidad alimentaria nacional (SENASICA, 2023).

OBJETIVO GENERAL

Contribuir al fortalecimiento del programa de vigilancia epidemioldgica en enfermedades
infecciosas y parasitarias apicolas en México, mediante la aplicacion de técnicas

diagndsticas moleculares y el cumplimiento de la normativa vigente del CENAPA.



OBJETIVOS PARTICULARES

. Identificar las principales enfermedades infecciosas y parasitarias que afectan a

abejas, larvas y abejorros en la industria apicola nacional.

. Aplicar técnicas de diagndéstico molecular (QRT-PCR, gPCR y PCR en punto final) para
la deteccion de agentes virales, bacterianos y parasitarios, conforme a los manuales
CENAPA-PD-1056, CENAPA-PD-1059, CENAPA-PD-1051 y CENAPA-PD-1055.

. Analizar los resultados obtenidos de las pruebas diagndsticas para contribuir al

monitoreo sanitario dentro del programa de vigilancia epidemiologica.

. Integrar los lineamientos normativos y técnicos establecidos por el CENAPA en el
desarrollo de las actividades diagndsticas, asegurando su apego a la regulacién

vigente.

METODOLOGIA

Aplicacion del protocolo CENAPA-PD-1056 para el diagnostico de enfermedades
virales en muestras de abejas/abejorros por la técnica de la reaccion en cadena de

la polimerasa acoplada a la reversa transcriptasa en tiempo real (qrt-pcr).

Aplicacion del manual CENAPA-PD-1059 para el diagndstico de parasitos y

microsporidios en polinizadores mediante la técnica de gpcr.

Aplicacion del procedimiento CENAPA-PD-1051 para el diagnéstico de loque

americana en larvas de abejas por la técnica de pcr en punto final.

Aplicacion del manual CENAPA-PD-1055 para el diagndstico de loque europea en

larvas de abejas por la técnica de pcr en punto final.



ACTIVIDADES REALIZADAS

* Aplicacion del protocolo CENAPA-PD-1056 para el diagnostico de enfermedades
virales en muestras de abejas/abejorros por la técnica de la reaccion en cadena de
la polimerasa acoplada a la reversa transcriptasa en tiempo real (qrt-pcr).

1. Preparacion de material biolégico

Secado de muestras de abejas o abejorros para evitar restos de etanol
Diseccién de abdomen a partir de 3 o 5 abdémenes.

Adicionar 500 ul de agua libre de nucleasas en un tubo de 1.5 ml en
conjunto con las muestras a procesar y someterlas a 6000
oscilaciones/segundo durante 60 segundos y centrifugar a 1600 g por 60
segundos

2. Extraccion de ARN viral mediante el Kit de extraccion viral — High Pure Viral
RNA (Roche)

VI.

A partir del paso anterior debes tomar 200 pl de sobrenadante resultado de
la centrifugacion y transferirlo a un tubo de 1.5 ml.

. Adicionar 400 ul de binding buffer y 2 pl de Poly A, agitar en vortex e

incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente.

. Transferir la mezcla anterior a una columna con tubo colector y centrifugar a

8000 g durante 30 segundos para posteriormente transferir la columna a un
nuevo tubo colector.

. Agregar en la columna 500 pl de Inhibitor Removal Buffer y centrifugar a

8000 g por 1 minuto.

Agregar en la columna 450 pl de Wash Buffer y centrifugar a 8000 g por 1
minuto y repetir este paso 2 veces. Posteriormente transferir la columna a
un tubo colector seco y centrifugar de nuevo para secar la membrana.

Transferir la columna a un tubo de 1.5 ml y agregar 50 pl de buffer de
elusién, centrifugar a 800 g durante 1 minuto y cuantificar el ARN obtenido

3. Cuantificacion de ARN.

Encender el equipo Nano Drop y seleccionar lectura de ARN,
posteriormente limpiar el pedestal del equipo con una gota de 2 ul de agua
libre de nucleasas y un pano de papel Kimwipe.

. Agregar 1 ul de buffer de elucidén para blanquear, bajar el brazo y posterior

a la lectura de blanco, limpiar y agregar otra gota de 1 ul de buffer de
elucién para rectificar la calibracion del equipo.



lll. Limpiar el pedestal y agregar una gota de 1 ul de muestra de ARN
presionando el boton de medir.

IV. Una vez finalizada la medicién debemos salir del experimento y apagar el
equipo

4. Reaccion de gRT-PCR

I. Descontaminar el area de trabajo con luz UV durante 10 minutos.

II. Rotular los tubos con las muestras correspondientes

lll. Preparar el mix de PCR de acuerdo a la siguiente tabla:

Control Positivo Control Negativo RNA de muestras

Reactivo Cantidad
Agua libre de 11.6 ul 12.6 pl X i
Nucleasas
Buffer de reaccién 5X 4 pul 4 pl 4 ul
Iniciador sentido (FW) 1 ul 1 ul 1 ul
Iniciador  antisentido 1 ul 1 ul 1 ul
(RV)
Sonda 1 ul 1 ul 1 ul
Enzima 50X 0.4 pl 0.4 pl 0.4 ul
RNA positivo 1 ul - -

IV. Repartir el volumen por reaccion en la tira y cargar el ARN.
V. Encender el termociclador y seleccionar el programa.

VI. Analizar los resultados con base en las curvas de amplificacion obtenidas.

* Aplicacion del manual CENAPA-PD-1059 para el diagnostico de parasitos y
microsporidios en polinizadores mediante la técnica de gpcr.

1.

2.

Preparacion de material Biologico.
I. Secado de muestras de abejas o abejorros para evitar restos de etanol
II. Diseccion de abdomen a partir de 5 abdémenes.

[ll. Adicionar 600 pl de agua destilada en un tubo de 1.5 ml en conjunto con las
muestras a procesar y someterlas a 50 oscilaciones/segundo durante 6
minutos.

Extraccion de ADN gendmico mediante el Kit de extraccion de ADN- Wizard
Genomic DNA Purification Kit A1125 Promega

I. A partir del paso anterior debes tomar el sobrenadante transferirlo a un tubo




de 2.0 ml previamente etiquetado, enjuagando el tubo de lisis con 600 ul de
agua destilada, se mezcla en vortex y se afiade al tubo de 2.0 ml.

II. Centrifugar a 14000 rpm durante tres minutos para decantar el
sobrenadante y obtener un pellet.

[ll. Adicionar 600 pl de Nuclei Lysis Solution al pellet formado

IV. Mezclar en vortex hasta homogenizar el maximo contenido del pellet
posible.

V. Incubar durante 30 minutos a 65°C.
VI. Adadir 3 pl de Rnasas e incubar durante 15 minutos a 37°C.

VII. Anadir 200 ul de Protein Preciptitation Solution, homogenizar e
incubar en hielo durante 10 minutos.

VIILI. Centrifugar a 16 000 g durante 10 minutos.

IX. En un tubo de 1.5 ml anadir 600 ul de Isopropanol y afadir 200 pl del
sobrenadante producto del paso anterior.

X. Mezclar por inversién y centrifugar a 16000 g durante un minuto
recuperando el pellet y desechando el sobrenadante.

XI. Adadir 600 ul de etanol al 70 % al pellet y mezclar por vortex durante 15
segundos para posteriormente centrifugar a 16000 g durante 1 minuto.

XII. Desechar el sobrenadante y secar el pellet a 30 °C hasta eliminar
completamente cualquier residuo de etanol.

XIII. Rehidratar el pellet en 100 pyl de DNA rehidratation Solution
durante una hora a 65°C

XIV. Cuantificar ADN

. Cuantificacion de ADN

I. Encender el equipo Nano Drop y seleccionar lectura de ADN,
posteriormente limpiar el pedestal del equipo con una gota de 2 ul de agua
libre de nucleasas y un pafio de papel Kimwipe.

II. Agregar 1 ul de buffer de elucion para blanquear, bajar el brazo y posterior
a la lectura de blanco, limpiar y agregar otra gota de 1 ul de buffer deWorld
Organisation for Animal Healthl. (2023, 21 septiembre). Enfermedades de
las abejas - OMSA - Organizacion Mundial de Sanidad Animal. OMSA -
Organizacion Mundial de Sanidad Animal.
https://www.woah.org/es/enfermedad/enfermedades-de-las-abejas/ elucion
para rectificar la calibracion del equipo.

lll. Limpiar el pedestal y agregar una gota de 1 ul de muestra de ADN
presionando el boton de medir.



IV. Una vez finalizada la medicién debemos salir del experimento y apagar el
equipo

4. Reaccion de gPCR

I. Descontaminar el area de trabajo con luz UV durante 10 minutos.

II. Rotular los tubos con las muestras correspondientes

lll. Realizar las reacciones de PCR de acuerdo a la siguiente tabla:

Control Positivo Control Negativo ADN de muestras

Reactivo Cantidad
Agua libre de 8.5 pl 9.5 pl 55-7.5 ul
Nucleasas
Master Mix 12.5 i 12.5 i 12.5 i
Iniciador Sentido(FW) 1 pl 1 ul 1 ul
Iniciador 1 pl 1 i 1l
Antisentido(RV)
Sonda 1 ul 1 ul 1 ul
ADN Positivo 1 ul - -

IV. Una vez que se realizé la mezcla, se debe repartir el volumen deseado en
las tiras de tubos. Cargar el ADN

V. Encender y programar el termociclador

VI. Analizar los resultados con base en las curvas de amplificacion obtenidas.

* Aplicacion del procedimiento CENAPA-PD-1051 para el diagnéstico de loque
americana en larvas de abejas por la técnica de pcr en punto final.

1.

Preparacién de material biolégico
I. Secado de muestras de larvas en etanol o larvas frescas de panal.

II. Afadir las larvas en un tubo de 2 ml previamente etiquetadas y macerar las
larvas con pinzas de diseccion.

Extraccidon de ADN viral mediante el Kit de extraccion de ADN- Wizard Genomic
DNA Purification Kit A1125 Promega

I. A partir del paso anterior afadir al tubo de 2 ml 600 yl de Nuclei lysis y
mezclar en vortex.

Il. Incubar durante 30 minutos a 65°C.

lll. ARadir 3 pl de Rnasa e incubar durante 15 minutos a 37°C.




IV. Afadir 200 ul de Protein Preciptitation Solution, homogenizar e incubar en
hielo durante 10 minutos.

V. Centrifugar a 16 000 g durante 10 minutos.

VI. En un tubo de 1.5 ml afadir 600 pl de Isopropanol y afadir 100 pl del
sobrenadante producto del paso anterior.

VII. Mezclar por inversion y centrifugar a 16000 g durante un minuto
recuperando el pellet y desechando el sobrenadante.

VIII. Anadir 600 pl de etanol al 70 % al pellet y mezclar por vortex
durante 15 segundos para posteriormente centrifugar a 16000 g durante 1
minuto.

IX. Desechar el sobrenadante y secar el pellet a 30 °C hasta eliminar
completamente cualquier residuo de etanol.

X. Rehidratar el pellet en 100 yl de DNA rehidratation Solution durante una
hora a 65°C

XIl. Cuantificar ADN

. Cuantificacion de ADN

I. Encender el equipo Nano Drop y seleccionar lectura de ADN,
posteriormente limpiar el pedestal del equipo con una gota de 2 ul de agua
libre de nucleasas y un pano de papel Kimwipe.

II. Agregar 1 ul de buffer de elucion para blanquear, bajar el brazo y posterior
a la lectura de blanco, limpiar y agregar otra gota de 1 ul de buffer de
elucién para rectificar la calibracion del equipo.

lll. Limpiar el pedestal, colocar 1 pl de la muestra de ADN, bajar el brazo y
hacer la cuantificacion.

IV. Una vez finalizada la medicion debemos salir del experimento y pagar el
equipo

. Reaccion de EndPoint-PCR

I. Descontaminar el area de trabajo con luz UV durante 10 minutos.
II. Rotular los tubos con las muestras correspondientes

lll. Realizar las reacciones de PCR de acuerdo a la siguiente tabla:



Control Positivo Control Negativo RNA de muestras
Reactivo Cantidad
Agua libre de 8.5 pl 10.5 pl 6.5—8.5 ul
Nucleasas
Master Mix 12.5 pl 12.5 pl 12.5 pl
Iniciador sentido (FW) 1 ul 1 ul 1 ul
P. Larvae
Iniciador  antisentido 1 ul 1 ul 1 ul
(RV) P. Larvae
ADN Positivo a P. 2 ul - -
Larvae
ADN de la muestra - - 2—-4ul
sospechosa
Volumen final 25 i 25 i 25 i

V.

V.

VL.

Una vez que se realizé la mezcla, se debe repartir el volumen deseado en
las tiras de tubos y cargar el ADN.

Encender el termociclador y seleccionar el protocolo para este analisis.

Colocar los tubos en la placa, y poner Run al equipo para que empiece la
corrida.

Visualizacion de resultados de PCR en gel de agarosa.

V.

VI.

Preparar un gel de agarosa al 2%, fundiendo la agarosa correspondiente en
buffer TBE 0.5x

. Vaciar la agarosa en estado liquido a un porta gel con peines previamente

colocados y esperar minimo 20 minutos para que solidifique. Desmoldar el
gel.

. Después de desmoldar, introducirlo a la camara de electroforesis para

cargar las muestras.

. Hacer las mezclas correspondientes de producto de PCR con buffer de

carga 6X. Cargar el marcador de tamafo molecular de 100pb.

Tapar la camara, conectarla a la fuente de poder, encenderla y configurarla
a 100V durante 50 minutos.

Visualizar los resultados en el transiluminador de luz UV.

* Aplicacion del manual CENAPA-PD-1055 para el diagnostico de loque europea en
larvas de abejas por la técnica de pcr en punto final.




1.

Preparacion de material biolégico
I. Secado de muestras de larvas en etanol o larvas frescas de panal.

II. Afadir las larvas en un tubo de 2 ml previamente etiquetadas y macerar las
larvas con pinzas de diseccion.

Extraccion de ARN viral mediante el Kit de extraccidon de ADN- Wizard Genomic
DNA Purification Kit A1125

I. A partir del paso anterior afadir al tubo de 2 ml 600 yl de Nuclei lysis y
mezclar en vortex.

II. Incubar durante 30 minutos a 65°C.
[ll. AAadir 3 ul de Rnasa e incubar durante 15 minutos a 37°C.

IV. Afadir 200 ul de Protein Preciptitation Solution, homogenizar e incubar en
hielo durante 10 minutos.

V. Centrifugar a 16 000 g durante 10 minutos.

VI. En un tubo de 1.5 ml afadir 600 ul de Isopropanol y afadir 100 pl del
sobrenadante producto del paso anterior.

VII. Mezclar por inversion y centrifugar a 16000 g durante un minuto
recuperando el pellet y desechando el sobrenadante.

VIII. Anadir 600 pl de etanol al 70 % al pellet y mezclar por vortex
durante 15 segundos para posteriormente centrifugar a 16000 g durante 1
minuto.

IX. Desechar el sobrenadante y secar el pellet a 30 °C hasta eliminar
completamente cualquier residuo de etanol.

X. Rehidratar el pellet en 100 yl de DNA rehidratation Solution durante una
hora a 65°C

XIl. Cuantificar ADN
Cuantificacion de ADN

I. Encender el equipo Nano Drop y seleccionar lectura de ADN,
posteriormente limpiar el pedestal del equipo con una gota de 2 ul de agua
libre de nucleasas y un pano de papel Kimwipe.

II. Agregar 1 ul de buffer de elucién para blanquear, bajar el brazo y posterior
a la lectura de blanco, limpiar y agregar otra gota de 1 ul de buffer de
elucién para rectificar la calibracion del equipo.

lll. Limpiar el pedestal, colocar 1 pl de la muestra de ADN, bajar el brazo y
hacer la cuantificacion.

IV. Una vez finalizada la medicién debemos salir del experimento y apagar el



equipo

4. Reaccion de EndPoint-PCR

I. Descontaminar el area de trabajo con luz UV durante 10 minutos.

II. Rotular los tubos con las muestras correspondientes

lll. Realizar las reacciones de PCR de acuerdo a la siguiente tabla:

Control Positivo Control Negativo RNA de muestras

Reactivo Cantidad
Agua libre de 8.5 pl 10.5 pl 6.5-8.5 ul
Nucleasas
Master Mix 12.5 pl 12.5 pl 12.5 pl
Iniciador sentido (FW) 1 ul 1 ul 1 ul
M. plutonius
Iniciador antisentido 1 ul 1 ul 1 ul
(RV) M. plutonius
ADN Positivo a M. 2 ul - -
plutonius
ADN de la muestra - - 2-4ul
sospechosa
Volumen final 25 i 25 i 25 i

IV. Una vez que se realizd la mezcla, se debe repartir el volumen deseado en

las tiras de tubos y cargar el ADN.
V. Encender el termociclador y seleccionar el protocolo para este analisis.
VI. Colocar los tubos en la placa y poner Run al equipo para que empiece la
corrida.
6. Visualizacion de resultados de PCR en gel de agarosa.

I. Realizar un gel de agarosa al 2%, fundiendo la agarosa correspondiente en
buffer TBE 0.5x

II. Vaciar la agarosa en estado liquido a un porta gel con peines previamente
colocados y esperar minimo 20 minutos para que solidifique. Desmoldar

lll. Después de desmoldar, introducirlo a la camara de electroforesis para
cargar las muestras.

IV. Hacer las mezclas correspondientes de producto de PCR con buffer de
carga 6X. Cargar el marcador de tamafo molecular de 100pb.




V. Tapar la camara, conectarla a la fuente de poder, encenderla y configurarla
a 100V durante 50 minutos.

VI. Visualizar los resultados en el transiluminador de luz UV.

OBJETIVOS ALCANZADOS

Durante el desarrollo del servicio social se logré contribuir al fortalecimiento del programa de
vigilancia epidemioldgica en enfermedades infecciosas y parasitarias apicolas mediante la
identificacién de enfermedades apicolas, aplicacion de técnicas de diagndstico molecular
para su posterior analisis y en este sentido integrar los lineamientos normativos y técnicos
instituidos por el CENAPA.

DESCRIPCION DEL VINCULO DE LAS ACTIVIDADES A DESARROLLAR CON LOS
OBJETIVOS DE FORMACION DEL PLAN DE ESTUDIOS

La realizacién del servicio social en este programa se justifica por su vinculacion directa con
el plan de estudios de la Licenciatura en Medicina Veterinaria y Zootecnia (UAM-Xochimilco,
2018), particularmente en las areas de epidemiologia, microbiologia, parasitologia y medicina
preventiva. Las actividades desarrolladas fortalecen el perfil de egreso del médico veterinario
zootecnista al integrarlo en procesos de diagnostico, prevencion y control de enfermedades
que afectan a las abejas y abejorros (CENAPA, 2025; WOAH, 2023).

CONCLUSION

Al finalizar la estancia de servicio social en el CENAPA se cumplieron los objetivos
planteados, complementando el plan de estudios con las actividades realizadas y
conocimientos adquiridos y procedimientos realizados como lo son la aplicacion de
generalidades tedricas y técnicas dirigidas hacia el diagnostico de enfermedades
bacterianas, virales y parasitarias, asimismo, Se logré el aprendizaje del manejo de
diferentes equipos de laboratorio y gracias a todo lo anterior se adquirieron habilidades de
toma de decisiones dentro de un laboratorio de biologia molecular y comprender el trabajo en
conjunto que se realiza con todo el personal dirigido al cumplimiento y aplicacién de

manuales para la deteccion de patologias apicolas.



La participacion de el programa de vigilancia epidemiologia apicolas ayudo a tener una vision
mas amplia del alcance y la importancia que tiene vigilar la salud animal de organismos tan
delicados como lo son los polinizadores, en este caso abejas y abejorros, los cuales
conforman un papel fundamental no solo para el equilibrio de los ecosistemas, sino también,

para la economia y la produccion de miel entre otros productos.
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