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RESUMEN

Las abejas meliferas proporcionan importantes servicios ecosistémicos, como la polinizacion a
diferentes cultivos y especies vegetales nativas, sin embargo, diversas enfermedades y
parasitosis como la nosemosis afectan la integridad, desarrollo y produccion de las colonias
siendo necesario la aplicacion de tratamientos con determinados productos como la fumagilina,
el cual no esta autorizado para el control de esta parasitosis en diversos paises de Europa y
América incluyendo a México debido a los dafios que ocasiona en las abejas y el riesgo de
contaminar la miel y otros productos obtenidos de las colonias bajo tratamiento con este
antibiotico. Diversos estudios han evaluado la aplicacion de productos alternativos para el control
de la nosemosis, pero los resultados en la eficacia son muy variados debido a que los protocolos
de investigacion son diferentes, por lo que es necesario identificar los estudios de control de la
nosemosis que ofrezcan mejores resultados para encaminar futuros estudios. Para esto se usa
el metaanalisis, una herramienta estadistica Util y practica para la toma de decisiones en la
investigacion ofreciendo una comparacion cuantitativa entre resultados cientificos realizados en
diferentes tiempos y espacios. En este trabajo se empleé para analizar los productos y
estrategias alternativas para el control de la nosemosis causados principalmente por las especies
Nosema apis y N. ceranae que afectan a las abejas meliferas a nivel mundial, y para estimar su
eficacia se valoraron estudios publicados en el periodo de 1990 a 2020. Durante este periodo,
se revisaron un total de 1,194 articulos publicados. De estos, se seleccionaron 1,134 referencias
gue incluyen estrategias de manejo, se eligieron 284 trabajos que incluyeron el efecto sobre la
mortalidad del parasito, de los cuales solo 23 articulos presentaron estadigrafos de dispersion
para cada tratamiento. Se calcul6 el tamafio del efecto y su intervalo de confianza al 95 %. Se
realiz6 el grafico Forest-plot. Se calcul6 el estadigrafo Q para demostrar la significacion del
analisis. Posteriormente, se agruparon los articulos segun la tactica de manejo empleada. De
acuerdo con este analisis, se identificaron productos alternativos prometedores en el control de
la nosemosis principalmente por fitoterapias y polen, los cuales presentaron tratamientos con

mayor eficacia en el control de la nosemaosis.




ABSTRACT

Honey bees provide important ecosystem services, such as pollination of different crops and
native plant species, however, various diseases and parasitosis such as nosemosis affect the
integrity, development and production of colonies, making necessary the application of treatments
with certain products such as fumagilin, which is not authorized for the control of this parasitosis
in various countries in Europe and America, including Mexico, due to the damage it causes to
bees and the risk of contaminating honey and other products obtained from colonies treated with
this antibiotic. Several studies have evaluated the application of alternative products for
nosemosis control, but the results in efficacy are very varied due to different research protocols,
S0 it is necessary to identify the nosemaosis control studies that offer better results to guide future
studies. For this purpose, meta-analysis is used, a useful and practical statistical tool for decision
making in research, offering a quantitative comparison between scientific results carried out at
different times and places. This work was used to analyze the products and alternative strategies
for the control of nosemosis caused mainly by Nosema apis and N. ceranae species that affect
honey bees worldwide, and to estimate their efficacy, studies published in the period from 1990
to 2020 were evaluated. During this period, a total of 1,194 published articles were reviewed. Of
these, 1,134 references were selected that included management strategies, 284 papers were
chosen that included the effect on parasite mortality, of which only 23 articles presented
dispersion statistics for each treatment. The effect size and its 95% confidence interval were
calculated. The Forest-plot graph was made. The Q-statistic was calculated to demonstrate the
significance of the analysis. Subsequently, the articles were grouped according to the
management tactic employed. According to this analysis, promising alternative products in
nosemosis control were identified mainly by phytotherapies and pollen, which presented

treatments with higher efficacy in nosemaosis control.
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INTRODUCCION

Las poblaciones de abejas meliferas en todo el mundo estan sufriendo un descenso desde
principios del siglo XXI, lo que ha generado gran preocupacion en la sociedad y en las
autoridades sanitarias durante los ultimos afios (Meana Mafies, 2016)

Desde el principio, diversas y variadas hip6tesis han surgido acerca de las causas que podrian
provocar este fenomeno. Hoy en dia, todavia no hay un consenso, pero en general se cree que
la mortalidad de las colonias es un fenomeno multifactorial y los patégenos juegan un papel clave
en este proceso, al igual que la exposicién a insecticidas (Goulson et al., 2015).

Es por esto que tras la aparicion del Sindrome de Despoblamiento de Colmenas, las técnicas de
deteccién de parasitos han mejorado significativamente, y se ha demostrado que la prevalencia
de los patégenos en las abejas esta en aumento (Higes et al., 2009).

Entre estos patdgenos de las abejas destaca la nosemosis, sobre todo por las inconveniencias
de los efectos secundarios de los tratamientos existentes, por lo que el desarrollo de nuevas
estrategias integrales para controlar este patdgeno de manera saludable y natural, es vital para

el desarrollo de la apicultura.

En el campo de la investigacion, es muy esperanzador que los elementos evaluados en un
bioensayo tengan resultados prometedores, significativos y efectivos, pero ¢,como elegir de todos

estos elementos al que tenga mejores resultados y rendimiento?

Una herramienta que puede ayudar a evaluar los resultados de estos bioensayos es mediante el
uso de técnicas como el metaandlisis, donde se pueden comparar cuantitativamente diferentes
trabajos publicados (Morales, 1993). Esta herramienta estadistica es ampliamente reconocida
por su practicidad en la toma de decisiones en investigacion, y puede proporcionar rapidamente

comparaciones entre resultados realizados en diferentes momentos y espacios (Glass, 1976)

En este trabajo, se utiliz6 un metaanalisis para analizar las estrategias reportadas para el control
de Nosema apis y N. ceranae en las abejas A. mellifera y determinar aquellos tratamientos que

podrian ser los mas eficaces para controlar la nosemosis.
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ANTECEDENTES

La apicultura, como actividad agricola, necesita obtener rendimientos que la hagan
econdmicamente sostenible. Esto estaria determinado fundamentalmente por la correcta
combinacién de los recursos disponibles y la reduccion de la influencia de los factores negativos,

por lo que la salud de las abejas esta estrechamente relacionada con el rendimiento.

Se sabe que dos tercios de los alimentos que ingerimos dependen de la polinizacién (IPBES,
2016). Los polinizadores son los encargados de llevar los granos de polen de una flor a otra,
asegurando que los 6vulos sean fertilizados, formando asi semillas y frutos. Por tanto, esta
actividad es fundamental para el mantenimiento de los ecosistemas naturales y la produccion de

alimentos, medicinas y ropa (Morse & Calderone, 2000)

Entre los polinizadores, las abejas meliferas (Apis mellifera) son claramente la piedra angular,
porgue polinizan diversos cultivos, lo que significa que en muchas partes del mundo la produccion
agricola depende de esta especie (Morse & Calderone, 2000). Ademas, la polinizacion de A.
mellifera también es vital en el mantenimiento de la biodiversidad de diferentes ecosistemas. Por
tanto, el desarrollo de la apicultura afecta a todas las cadenas productivas agricolas (Evans &
Schwarz, 2011; Morse & Calderone, 2000; Potts et al., 2010).

Recientemente, se ha reportado un fenémeno en Estados Unidos y varios paises de Europa
relacionado con la disminucién de las colonias de abejas. En Europa se le conoce como “honey
bee colony depopulation syndrome” (HBDS) y en Estados Unidos se le denomina “colony
collapse disorder” (CCD). En este este escrito lo denominaremos como “Sindrome de
Despoblamiento de Colmenas” (SDC). ElI SDC se caracteriza por la disminucién inmoderada y
repentina del numero de abejas adultas en la colonia sin causa aparente, provocando que la
colonia entre en colapso y muera. Algunas de las caracteristicas con las que se asocia al SDC
son: la gran disminucién en el nimero de abejas adultas lo que propicia el debilitamiento integral
de la colonia, ausencia de abejas muertas dentro y fuera de la colmena, invasion intempestiva
de las plagas en la colmena y, por ultimo, el colapso de la colonia (vanEngelsdorp et al., 2009).
Se cree que los principales factores que propician al SDC son: pesticidas, patégenos, estrés por
migracion, estrés por desnutricion, modificacion del habitat de las abejas, reproduccion

inadecuada y radiacion electromagnética (Boehm, 2012; Ensenbach, 2020). En concreto, el SDC




CAPITULO |

se deriva de distintas causas fisicas, quimicas o biol6gicas que, en combinacion, causan que las

abejas mueran, se desorienten 0 se suprima su respuesta inmune (Torrente Garcia, 2008).

Entre las enfermedades causadas por patdgenos relacionadas con el SDC se encuentra la
nosemosis, que es causada por microorganismos llamados microsporidios que en algunas partes
del mundo, son asociados directamente a este fendmeno (Higes et al., 2008; Martin-Hernandez
et al., 2007; Paxton et al., 2007).

1. MICROSPORIDIOS

Los microsporidios son organismos eucariotas unicelulares y actualmente estan clasificados en
el reino fungi (Adl et al., 2005, 2012; Lee et al., 2010). Son un grupo muy numeroso y diverso,
con mas de 1,200 especies divididas en aproximadamente 150 géneros (Bigliardi & Sacchi,
2001). Todos los microsporidios son parasitos intracelulares obligados y requieren de un huésped
para completar su desarrollo. Su ciclo de vida tiene una etapa de merogonia proliferativa, seguida
de una etapa de esporogonia, durante la cual se producen esporas infecciosas, y estas esporas
juegan un papel en la resistencia y propagacion de organismos (figura 1.1). Estos organismos
pueden tener como hospederos a vertebrados e invertebrados, principalmente insectos (Didier
et al., 2004).

5]
MEROGONY =+

Figura 1.1. Ciclo de los microsporidios (Modificado de: Mehlhorn, 2007)
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Estos parasitos intracelulares, no poseen ciertos organulos caracteristicos de los eucariotas,
como lo son el aparato de Golgi, peroxisomas y mitocondrias estrictas; es por ello que necesitan
tomar el ATP de su entorno para poder reproducirse (Burri et al., 2006; Cornman et al., 2009),
ademds presentan mecanismos de infeccidn uUnicos y complejos. La infeccion sucede mediante
un mecanismo de extrusion tubular conocido como filamento polar capaz de inyectar el contenido

de las esporas maduras en las células huésped.
2. NOSEMOSIS

La nosemosis, es una enfermedad parasitaria causada por hongos que se reproducen por
microsporidios y siendo los del género Nosema los que invaden las células epiteliales del
ventriculo de las abejas adultas. En la actualidad, se sabe de tres especies de este género que
afectan a las abejas A. mellifera, siendo 2 las mas reconocidas y de mayor distribucién a nivel
mundial: Nosema apis descrito por primera vez por Zander infectando a las abejas meliferas
(Webster et al., 2008) y la especie Nosema ceranae identificada por primera vez infectando a la
abeja melifera asiatica A. cerana (Fries et al., 1996) y actualmente con una amplia distribucion
en Asia, Europa y América infectando a las abejas A. mellifera (Higes et al., 2006; Klee et al.,
2007) y recientemente se ha reportado a la especie Nosema neumanni infectando a las abejas
A. mellifera en Uganda (Chemurot et al., 2017), pero aun no se tiene mucha informacién acerca
de los efectos de su infeccioén (figura 1.2). Cada especie causa diferentes sintomas que pueden
afectar la integridad de las abejas y dependiendo del grado de patogenicidad y frecuencia, las

consecuencias pueden presentar riesgos para la viabilidad de las colmenas.

. Nosema neumanni
Nosema ceranae
|

1pm

Figura 1.2. Fotografias de los parasitos causantes de la nosemosis en A. mellifera
(tomado de: Chemurot et al., 2017; Ptaszynska et al., 2012)
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Durante mucho tiempo se consider6 que N. apis era la Unica especie que parasitaba
principalmente a la abeja A. mellifera, y que la abeja asiética A. cerana era el huésped natural de
N. ceranae, sin embargo, pueden infectar a las abejas al mismo tiempo (coinfeccién) y cabe
sefialar que N. ceranae en comparacion con N. apis se desarrolla mejor en A. mellifera (Higes et
al., 2006; Huang et al., 2007; Klee et al., 2007; Paxton et al., 2007).

Esto se puede deber a que la hosemosis causada por N. apis, tiene bajos niveles de infeccién
durante el verano, un nivel medio durante el otofio y por lo general aumenta lentamente durante
el invierno (Higes et al., 2010), siendo las regiones con inviernos largos y otofios himedos donde
se presentan el mayor dafo. Los signos principales observadas en las abejas son: abdomen
hinchado, excrementos en el exterior o interior de la colmena, diarrea, alta mortalidad de abejas
en primavera, dificultad motora de la abeja afectada y renovacion espontanea de las reinas en

primavera (Higes et al., 2008).

Por otra parte, N. ceranae, también altera el metabolismo de las proteinas de A. mellifera
(Basualdo et al., 2014) afectando principalmente a las abejas adultas considerandose una
amenaza importante para la salud de las abejas, tanto a nivel individual como en las colonias de
abejas completas (Botias et al., 2012; Higes et al., 2010). N. ceranae es un parasito
originariamente asociado a la abeja A. ceranae (Fries et al., 1996), y en ocasiones no presenta
los signos observados en N. apis (Martin-Hernandez et al., 2007).

Las diferencias entre los dos microsporidios, N. apis y N. ceranae, no solo estd en sus
caracteristicas adaptativas sino también en su estructura y secuenciacion del gen RNAr (16s) de
la pequefia subunidad del ribosoma (SSU) (Chen et al., 2009), lo que permite la identificacion de
la especie de Nosema (Klee et al., 2007; Paxton et al., 2007)




CAPITULO |

2.2 Distribucién de N. apis y N. ceranae

La distribucion N. apis y N. ceranae es muy amplia ya que se extiende por todo el mundo. Antes
se pensaba que la distribuciébn de N. ceranae se encontraba limitaba geograficamente a la
distribucion de A. cerana (Fries, 1997). Segun Klee et al. (2007), N. ceranae puede tener como
hospedero a A. mellifera, y actualmente se est4 extendiendo dentro de otros géneros como
Bombus y Osmia (Goulson et al., 2015; Vavilova et al., 2017; Figura 1.3y 1.4), por lo que, no se

sabe cuando o dénde ocurrié el cambio de hospedero.

Reino Unido
Bombus terrestris
B. hypnorum B. lucorum
B. pascuorum
B. pratorum

Bélgica
4 Osmia cornuta
O. bicornis

Andrena centralis
Heriades truncorum

China
Bombus waltoni
B. remotus
B. impetuosus
B. sibiricus

Argentina
Bombus morio
B. atratus

B. bellicosus

B N. ceranae detectado en A. cerana
[ N. ceranae detectado en A. cerana y A. mellifera
[ N. ceranae detectado en A. mellifera

Y N.ceranae detectado en otras especies de abejas

Figura 1.3. Distribucion de N. ceranae (Fuente: Goulson et al., 2015)
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Figura 1.4. Distribucion de N. apis y N. ceranae (Fuente: Vavilova et al., 2017)

2.3 Diagndéstico de la nosemosis

Para el diagnéstico de la nosemosis en las abejas, la OIE (2019) ha propuesto métodos para su

diagnéstico, las cuales estan basados en: el examen microscépico del contenido del intestino

medio o ventriculo de abejas adultas y por medios moleculares (PCR).

Para diagnosticar la infeccién causada por Nosema spp a través de un microscopio, se retira el

segmento abdominal con unas pinzas para extraer todo el intestino medio (ventriculo) con los

tubos de Malpighi y el intestino posterior (ileon y el recto). Normalmente, el ventriculo es marrén,

pero después de infectarse con Nosema, se vuelve blanco y es muy fragil. Sin embargo, la razén

de esto puede ser otras causas de problemas intestinales, por ejemplo, alimentarse de depésitos

de alimentos no digeribles, como jarabes que contengan levaduras en crecimiento activo.
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El método para cuantificar el crecimiento de esporas en el abdomen de las abejas es por conteo
con ayuda de un hemocitometro (Fries et al., 2013) y asi determinar si se trata de una infeccién
muy ligera o severa en funcién del nimero de esporas registradas por abeja (Fries et al., 2013;
1988).

Nivel de Infeccién No. de esporas (millones) por abeja
Nula Inferior a 0.01
Muy ligera 0.01-1.00
Ligera 1.00 -5.00
Regular 5.00-10.00
semisevera 10.00 — 20.00
Severa Superior a 20.00

Asimismo, para distinguir a la especie de Nosema spp. causante de la enfermedad, se realiza la
técnica de PCR (Martin-Hernandez et al., 2007), utilizando cebadores especificos que no

presentan interferencias entre ellos.

2.4 Prevencion y tratamiento de la nosemosis

El control de la nosemosis esta dirigido hacia la reduccion del nUmero de abejas enfermas en
una colonia para asi aumentar la produccion y evitar la mortalidad de la misma. Esto se lleva a
cabo mediante la prevencion de la infeccidn por estos parasitos (profilaxis), la administracion de
tratamientos para controlar la enfermedad (terapéutica) y evitando el contagio hacia las colonias
sanas con alto riesgo de infeccién. Un estado sanitario adecuado de las colonias de abejas es
crucial para la prevencion de la nosemosis, ya que hoy en dia la disponibilidad de tratamientos

eficaces contra esta enfermedad es muy limitada.

Los tratamientos para contrarrestar la nosemosis en las colonias de abejas también incluyen las
medidas de manejo y fumigacion del equipo apicola, pues las esporas de Nosema spp. se
pueden destruir calentando el equipo contaminado a una temperatura de 60 °C por 15 minutos,
o los panales se pueden esterilizar calentandolos a 49 °C durante 24 h (Fenoy et al., 2009;
Malone et al., 2001), asi como también se recomienda la desinfeccién del equipo con acido
aceético al 60% (Fries, 1993).

En la actualidad, para tratar y controlar la nosemosis se emplea la fumagilina

(bicicloheximilamonio fumagilina), el cual es un antibidtico que se obtiene del hongo Aspergillus
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fumigatus (Figura 1.5) y es conocido comercialmente como Fumidil--B®, Fumagilin-B®, Fumagilin
DCH® en EUA, Canada y Argentina (Higes et al., 2011; McCallum et al., 2020; Sarlo et al., 2011)

SAVD

";‘;'“..-?-" AN
Uil
°
o
Figura 1.5. Aspergillus fumigatus con azul de lactofenol (40 X) (Fuente: Béjar et al.,
2019)

Este antibiético actGa dnicamente sobre la forma vegetativa de Nosema spp., en el
interior de las células del epitelio ventricular, favoreciendo la reepitelizacion de las zonas
afectadas (Mladjan et al.,, 2000). El tratamiento con fumagilina inhibe la replicacién del
ADN en las células del parasito, lo cual, a su vez, permite restablecer las tasas de sintesis de
ARN en las células epiteliales del ventriculo de las abejas (Hartwig & Przetecka, 1971). Asimismo,
esta molécula es capaz de inhibir la incorporacion de lipidos procedentes de las células
hospedantes por parte de Nosema spp., alterando de este modo la formacion de las membranas
en las formas inmaduras de estos microsporidios (Liu & Liu, 1973) y limitando de este modo la

proliferacion del parasito en el ventriculo de las abejas.

Otra opcion de tratamiento incluye el uso de sulfas, que son una serie de compuestos derivados
de sulfamidas, pero su efectividad es menor al 60% en comparacién con la fumagilina. Ademas,
ambos productos tienen efectos secundarios en las abejas (por ej.: afectaciones durante el
desarrollo, comportamiento errético y en la fertilidad) ademas de tener residualidad en la miel, lo

gue a su vez puede afectar a la salud humana causando neutropenia y trombocitopenia (Alvarado

9
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et al., 2009; Millership et al., 2002), y es por eso que el uso de estos antibiéticos se han prohibido
para el tratamiento de la nosemosis. Adicionalmente, es importante mencionar que el agente

causal de la nosemosis ha desarrollado resistencia a estos productos.

Sin embargo, la aplicacién de las medidas preventivas, ain no son suficientes para contrarrestar
en las colonias, la frecuencia de la infeccion con las esporas de este parasito, por lo que es de

suma importancia encontrar productos alternativos que tengan un efecto inhibidor contra Nosema

spp.

3. REVISION DE LITERATURA CIENTIFICA
3.1 Revisiones sistematicas

Una revision sistematica es un disefio de investigacion observacional y retrospectivo que sintetiza
los resultados de multiples estudios importantes. Ademas, sus declaraciones de evidencia son
neutrales, es decir, son menos susceptibles al prejuicio o la subjetividad u opiniones de los

propios revisores (Cooper et al., 2019).

Este tipo de revision intenta confrontar entre si, toda la evidencia relevante que cumpla con los
criterios predeterminados para responder preguntas de investigacion especificas. Este tipo de
investigacion utiliza métodos claros y sistematicos para minimizar el sesgo en la identificacion,
seleccién, sintesis y resumen de la investigacion (Moher et al., 2015). Si se realiza
correctamente, este tipo de trabajo proporcionara hallazgos confiables de los que se pueden

extraer conclusiones y tomar decisiones (Moreno et al., 2018)

Las principales caracteristicas de las revisiones sistematicas son: a) objetivos establecidos con
un método claro y reproducible; b) una busqueda sistematica enfocada en encontrar todos los
estudios que puedan cumplir con los criterios de seleccion; c) evaluacion de la validez de los
resultados de la evaluaciéon (por ejemplo, evaluacién de riesgo de sesgo e intervalos de
confianza) d) la presentacion y sintesis sistematica de caracteristicas y hallazgos incluidos en el
estudio (Moher et al., 2015).

Las caracteristicas anteriormente descritas de las revisiones sistematicas muestran ventajas
sobre las revisiones narrativas que tienen dos desventajas béasicas. En primer lugar, no existen

reglas sobre cémo obtener los datos originales y cémo integrar los resultados y, generalmente

10
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es un criterio subjetivo de los revisores. En segundo lugar, los revisores narrativos no sintetizan
cuantitativamente los datos en diferentes publicaciones, por lo que estas revisiones son

imprecisas y contienen sesgos (Beltran, 2005; Tabla 1).

Tabla 1. Diferencias entre revisiones narrativas y revisiones sistematicas

Caracteristicas Revisiones narrativas Revisiones sistematicas
Focalizada Tema Pregunta

Estrategia de busqueda No especificado Especificado

Criterios de seleccién No especificado Especificado y aplicado
Andlisis de informacién Variable Riguroso y Critico

Sintesis Cualitativa Cualitativa o cuantitativa (MA)

3.2 Metaanalisis

El metaanalisis es el uso de técnicas estadisticas para fusionar y resumir los resultados de
multiples estudios que pueden o no estar incluidos en la revision del sistema. Al combinar datos
de varios estudios, el metaandlisis puede proporcionar estimaciones mas precisas que los
resultados de estudios separados (Moher et al., 2015). El término fue propuesto en 1976 por
Gene Glass en el campo de las ciencias de la educacién y se ha expandido rapidamente a
muchos campos, especialmente al campo médico pero que adn esta relativamente infrautilizado
en medicina veterinaria y ciencia animal (Lean et al., 2009). El metaandlisis es también un estudio
cuantitativo formalizado y disefiado para evaluar sistematicamente investigaciones anteriores y
sacar conclusiones sobre el tema de la investigacion. Las variables de respuesta de un
metaandlisis pueden incluir estimaciones mas precisas de los efectos del tratamiento o los
factores de riesgo que cualquier estudio individual que facilite el analisis combinado (Moreno et
al., 2018).

Los beneficios del metaandlisis incluyen una revision unificada y cuantitativa de documentos
grandes, complejos y, a menudo, aparentemente contradictorios, ademas de que tienen el
potencial de utilizar la informacién existente para estudiar nuevas hipétesis, comenzando por el
desarrollo de hipotesis a priori y evaluando la heterogeneidad de las respuestas de la

investigacion.

Los pasos para realizar un metaanalisis incluyen: a) definir claramente la pregunta de
investigacion ; b) especificar los criterios de inclusion y exclusion del estudio; c) desarrollar un

plan de busqueda de literatura; d) registrar los datos; y evaluar la calidad del estudio

11




CAPITULO |

seleccionado, e) Interpretar y presentar los resultados, f) evaluar la heterogeneidad, g) medir el
efecto combinado con resultados, h) andlisis de sensibilidad y analisis de subgrupos, e i)
evaluacion del sesgo (Moreno et al., 2018).

Las medidas de impacto mas comunes que se utilizan para los datos dicotdémicos es el riesgo
relativo (risk ratio en inglés) y la rareza o cociente de posibilidades (odds ratio en inglés). Aunque
el método generalmente utilizado para analizar datos continuos son las diferencias de la media
estandarizada (DME) o el estadistico d de Cohen. Los métodos de andlisis usados después de
los hallazgos es relativamente especifico y tipico de los metaanalisis, que incluye andlisis de

heterogeneidad, sensibilidad y evaluacion del sesgo de publicaciéon (Lean et al., 2009).

El objetivo general del metaanalisis, implica la integracion de informes existentes sobre temas
especificos, lo que permite descubrir deficiencias como: el disefio experimental y la variabilidad
existente de los resultados de diferentes estudios. Esta heterogeneidad es el problema, pero
también es un desafio para determinar qué método es mejor para analizar los datos y qué

métodos alternativos se utilizan para tratar de explicar la variabilidad (Moreno et al., 2018).

Si el resultado muestra heterogeneidad, se puede cuantificar mediante la estadistica 12 que es la
proporcién del cambio total en el efecto del tratamiento estimado debido a la heterogeneidad,
mas que al error de muestreo (Higgins y Thompson, 2002). Para saber que tanta heterogeneidad
tiene un estudio se han establecido ciertos rangos para determinar si es pequeia (12 < 25%),
moderada (25% < |12 <75%) o bastante grande (1°275%) (Cooper et al., 2019).

Para saber las causas de la heterogeneidad se incluyen dos métodos: el andlisis de subgrupos
y el andlisis de sensibilidad. El andlisis de subgrupos se refiere a la division de la investigacion
en mdultiples subgrupos (que involucran variables categéricas de interés, como raza, género,
ubicacion geogréfica, etc.) para poder compararlos. Sin embargo, a medida que se intensifica el
desequilibrio de estos subgrupos, los resultados de los andlisis de multiples subgrupos pueden
ser engafnosos. La diferencia estadistica entre los efectos de los subgrupos viene dada por la no
superposicion de sus intervalos de confianza. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que una

pequefia superposicion también puede indicar significacion estadistica.

El analisis de sensibilidad se basa en la repeticion del andlisis principal o el metaanalisis en si
mismo, reemplazando decisiones alternativas o rangos de valores con decisiones arbitrarias o

ambiguas (Higgins & Green, 2011). Por ejemplo, se recomienda realizar analisis con o sin

12
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estudios "anormales” para investigar si la eleccién del investigador tiene una influencia critica en

las conclusiones del metaanalisis (Lipsey & Wilson, 2000).

En resumen, el metaanalisis se ha convertido en una herramienta basica para "comprender el
rapido desarrollo de la literatura cientifica" (Glass, 1976). Como resultado de la cooperacion entre
grupos a nivel internacional, su sistematizacién y mejora han extendido su aplicacion a muchos
aspectos de las ciencias sociales y naturales. Actualmente, el metaanalisis constituye uno de los
soportes basicos de la medicina basada en la evidencia. Sin embargo, el prestigio ganado por
este tipo de investigaciones en el campo médico y sus mayores oportunidades de publicacion
han estimulado la generacion de metaandlisis redundantes, falsos o publicitarios generados por

el andlisis de informacion dispersa (loannidis, 2016).
3.3 Limitaciones del metaanédlisis

Aunque el andlisis combinado puede tener mayor poder de inferencia que cualquier estudio
individual, el metaandlisis todavia tiene algunas deficiencias, una de ellas es la necesidad de
recopilar todos los estudios publicados y no publicados relacionados con el metaanalisis para
poder realizar inferencias validas. Por ejemplo, la inclusién de estudios con proporciones no
representativas o estudios que reportan Unicamente resultados positivos. Un metaanalisis en
esta situacion concluira que existe una preferencia por la significacion o la efectividad (Duval y
Tweedie, 2000). En la Tabla 2, se muestran los sesgos de informe que tienen efectos importantes

y negativos en las conclusiones extraidas del metaanalisis.

Este problema particular es para los metaanalisis que solo contienen datos de la literatura
publicada. En general, se cree que no existe una posibilidad uniforme para que todas las
investigaciones se publiquen en revistas cientificas, porque es mas probable que se publiquen
articulos con resultados positivos. Este fendmeno se denomina sesgo de publicacion (Duval y
Tweedie, 2000).

Tabla 2. Principales tipos de sesgo y sus definiciones

Tipo de Sesgo Definicion

La publicacion de los resultados de la investigacion

depende de la naturaleza y direccion de los resultados.

La publicacién oportuna o retrasada de los resultados de la

Por tiempo de retraso investigacion de acuerdo con la naturaleza y direccién de
los resultados.

De publicacion

13
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La publicacién mdltiple o Unica de los hallazgos de una
Por publicacion mdaltiple investigacion dependiendo de la naturaleza y direccion de
los resultados
La publicacién de los hallazgos de una investigacion en
revistas con diferente facilidad de acceso o nivel de
indizacion en bases de datos estandares dependiendo de la
naturaleza y direccion de los resultados
La citacibn o no de los hallazgos de una investigacion
dependiendo de la naturaleza y direccion de los resultados
La publicacion de los hallazgos de una investigacion en un
Por idioma idioma en particular, dependiendo de la naturaleza y
direccion de los resultados
Por reporte de resultado  El reporte selectivo de algunos hallazgos y de otros no
final dependiendo de la naturaleza y direccion de los resultados

De localizacién

Por citacion

La forma mas facil e intuitiva de analizar cualitativamente el sesgo de la publicacién es por medio
del grafico de embudo (del inglés funnel plot). Este grafico compara el tamafio del efecto y la
precision de cada estudio incluido. Por lo tanto, en ausencia de sesgo, la distribucion simétrica
del estudio debe observarse en relacion con la estimacion general. Aungue la asimetria en una
u otra direccion indicard que dichos estudios son menos representativos en la poblacion

evaluada, y existen las correspondientes desviaciones.

Ademas, se han desarrollado varias pruebas estadisticas para evaluar la presencia de este tipo
de sesgo en el metaandlisis. Este es el caso de la prueba de Egger (Egger et al., 1997) y la
prueba de Begg (Begg y Mazumdar, 1994). La potencia de estas pruebas es baja, por lo que el
limite de confianza suele ser alto (P <0,1); la significacion estadistica indica sesgo (Lean et al.,
2009). Otras recomendaciones de prueba determinan el impacto de las publicaciones
relacionadas que estan excluidas y corrigen el estimador global en funcién de este impacto. Este
es el caso del método "cut and fill" de Duval y Tweedie (2000), que calcula multiples estimadores
para obtener un grafico de embudo simétrico, ajustando asi el estimador global. Sin embargo,
una desventaja de este método es que se asume estrictamente que el efecto esta distribuido
simétricamente en el grafico de embudo, porque no hay garantia de que el efecto ajustado
coincidir4 con el efecto que deberia observarse sin sesgo de publicacion (Higgins & Green,
2011). Otra opciodn es constar de una herramienta (la herramienta de la Colaboracion Cochrane)
para evaluar los sesgos propuestos por Higgins y Green (2011). Se basa en el andlisis y
clasificacion de los individuos estudiados en el metaanalisis y tiene en cuenta el riesgo de sesgo:

alto, no especificado, ambiguo y bajo. Aunque el proceso de implementacién es laborioso, el
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programa puede analizar rapidamente la composicion y la calidad de los estudios seleccionados

y explicar con rigor la certeza de las conclusiones.

Por otro lado, existe un método "preventivo" que sugiere que se deben considerar todos los
estudios que cumplen con los criterios de seleccion predeterminados, pero no estan restringidos
debido a la importancia de sus resultados, idioma, fuente, método de recuperacion o estado de
publicacion para reducir el sesgo (Higgins & Green, 2011; Lean et al., 2009). McAuley et al.
(2000) llevaron a cabo un metaanalisis para comparar los efectos de excluir o incluir literatura
gris (en referencia a articulos, libros, memorias y resimenes de eventos, informacion no
publicada o no revisada por pares, etc.) sobre las estimaciones de metaandlisis publicados e
inesperadamente, encontraron que excluir la literatura gris del metaanalisis conduciria a una
estimacion exagerada del efecto, y sugirieron que el metaanalisis deberia intentar identificar e
incluir todos los informes grises y publicados que cumplan con los criterios de inclusién
predeterminados. Sin embargo, en la practica, a menudo es dificil y problemético evaluar la

calidad de la literatura gris.

Ademas, también puede ocurrir un sesgo de seleccion. Este puede ocurrir en dos puntos durante
el periodo de revision: 1) en establecer donde obtener literatura relevante; 2) en decidir qué
estudios deben incluirse en la revision una vez completados. Sin embargo, hay dos herramientas
para reducir el sesgo de selecciéon. La primera implica busquedas exhaustivas para encontrar
tantos documentos relevantes como sea posible, y el segundo tener un objetivo y los criterios de
elegibilidad claros. También se debe considerar la posibilidad de extraer informacion
repetidamente (por ejemplo, revisores independientes) para reducir los sesgos causados por

errores en la identificacion de la investigacion y la recopilacion de informacion.

Existe un fenédmeno llamado adquisicion predatoria (predatory access), que tiene un impacto
negativo en la comunicacion cientifica global, especialmente entre investigadores de paises
subdesarrollados (Clark, 2015). Por lo general, el problema es que las revistas ficticias (fake
journals) se involucran en practicas de publicacion poco éticas o servicios de edicidén para obtener
ganancias, con el proposito de publicar los resultados de la investigacion de manera gratuita y
"abierta". Pisanski et al. (2017), sefialan cémo identificar este tipo de revistas con mayor
frecuencia que las revistas conocidas y evitar publicar articulos de calidad cuestionable (Clark,
2015).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué alternativas de farmacopea y nutricion resultan efectivas para el control de la nosemosis

en Apis mellifera segun la informacion cientifica publicada y disponible?

OBJETIVO GENERAL

Evaluar mediante un metaanalisis la factibilidad de tratamientos contra la nosemosis en A.

mellifera usando literatura cientifica de farmacopea y nutricién.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar mediante una revision bibliogréafica tratamientos aplicables contra la nosemosis en

A. mellifera almacenados en bases de datos.

2. Diferenciar mediante un metaanalisis los tratamientos mas eficaces contra la nosemosis en

A. mellifera.

3. Proporcionar orientacién para optimizar el impacto de los tratamientos eficaces en la

apicultura.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental de este trabajo (Figura 1.5) fue formular preguntas especificas de
investigacion como: poblacién de estudio, intervenciones a evaluar, intervenciones y resultados
con los que comparar con la ayuda de método PICO (de las palabras en inglés: population,

intervention, comparison, outcome).

Se realizé una revisién sistematica de todos los articulos publicados sobre tratamientos activos
antinosema en las diferentes bases de datos (Science Direct, PubMed, Google Scholar, Web of

Science, Scielo y Scopus) durante el periodo de 1990 a 2020.

Posteriormente, se definieron los criterios de inclusion quedando los siguientes: solo estudios de

alta calidad, tamafio de muestra, caracteristicas de la técnica.
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Después de seleccionar los estudios que cumplieron con los criterios de inclusion, se evalu6 la

calidad metodoldgica y el grado de evidencia cientifica para cada estudio seleccionado.

Se realizé la valoracion del sesgo de estudios seleccionados para evaluar la metodologia de la
evidencia cientifica. Luego de ello se asigné un valor que determind el alto o bajo nivel de sesgo.

Posteriormente, se realiz6 la sintesis cuantitativa de resultados que incluye el proceso de analisis
estadistico por medio del programa RevMan (Review Manager 5.3) con el que se comparoé los
resultados de los diferentes tratamientos contra la nosemosis y observar cuales son los mas

optimos y efectivos para la apicultura.

Formulacion de la pregunta de
investigacion

'

Realizacién de la busqueda
sistemética

'

Seleccién de estudios que respondan
la pregunta
establecida.

}

Extraer los datos de interés de los
estudios seleccionados

}

Valoracion del sesgo de estudios
seleccionados

}

Realizacién de la sintesis cuantitativa
de los resultados (meta-analisis)

Figura 1.6. Esquema de la estrategia experimental
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CAPITULO Il

MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

INTRODUCCION

En la actualidad, el crecimiento de la informacion cientifica imposibilita la comprension clara de
un tema de interés y dado que la evidencia cientifica no es el resultado de un solo trabajo de
investigacion, sino de la integracion y reproduccion de diferentes resultados de investigacion, es
necesario una revision critica e integral. EI metaanalisis es una investigacién cuyo objetivo es
recopilar toda la informacién disponible, agruparla por temas especificos y evaluarla con
herramientas de calidad metodolégica. El objetivo principal es estimar el tamafio del efecto
resumen después de combinar los resultados individuales de cada estudio seleccionado bajo un

analisis estadistico suficientemente efectivo.

Sin embargo, aunque el MA se considera de alto nivel en modelos epidemioldgicos, es importante
recordar que tienen algunas limitaciones inherentes a los modelos observacionales, incluida su

naturaleza retrospectiva y agregada, y la pérdida de aleatorizacion.

Salvo en las investigaciones clinicas, su objetivo es obtener resultados claros y fiables, que
puedan utilizarse para el manejo del paciente y puedan servir de base para las guias de la
practica clinica. El propésito del proximo capitulo es presentar y describir los pasos basicos y
fundamentales del MA tradicional en la realizacién de una investigacion, utilizar esta informacion
como recurso para futuras revisiones sobre tratamientos contra la nosemosis que se estan
utilizando y aplicarlos junto con otros métodos avanzados de MA, como metaanalisis indirecto o

metaandlisis en red.
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2.1 MATERIALES Y METODOS

El metaanalisis se realizé de acuerdo con el método establecido en la guia de referencia, que se
utiliza para publicar el esquema de revisiones sistematicas y metaanalisis (Preferred Reporting
Items for Systematic Review and Meta-analysis, PRISMA; en inglés) (Moher et al., 2015)

La pregunta de investigacion que se quiso responder fue: ¢Qué alternativas de farmacopea y

nutricién son efectivas para el control de la nosemosis en las abejas meliferas?

Para responder la pregunta se planted que los tratamientos reportados en literatura existente son
eficaces para la disminucién de los niveles de infeccién de la nosemosis en las abejas adultas
de A. mellifera. Para ello, se utiliz6 un metaandlisis para determinar la efectividad de los

tratamientos reportados contra la nosemosis en A. mellifera.
2.1.1 Estrategia de busqueda y criterios de seleccion

Para encontrar la informacion se examinaron las bases de datos PubMed, Google Scholar, Web
of Science, Scopus, SciELO y Science Direct para recopilar los articulos cientificos relevantes
gue evalltan el efecto de los tratamientos o productos naturales empleados contra la nosemosis.
Para ello, se incluyeron los articulos publicados entre 1990 a 2020. Las palabras clave utilizadas
incluyeron: “intervencion”, “tratamiento”, “programa”, “terapia”, “medicacién”, “administracion”,

o« ”

“abeja”, “nosema”,

W ” ” ” o«

nosemosis”, “microsporidios”, “Nosema”, “Nosema ceranae”, “Nosema apis”,
“‘Honey bee”, “Apis mellifera”, “Control”, “Effect”, “Impact”, “Influence” y “Toxicity” que se
combinaron utilizando operadores booleanos AND y OR. La inclusién preliminar se baso en el

andlisis de titulos y resimenes.

Luego se definieron los criterios de inclusion quedando los siguientes: solo estudios de alta

calidad, tamafio de muestra, caracteristicas de la técnica.
Entre los criterios de exclusion se establecieron los siguientes:
1) Métodos de control en otras especies de Nosema o de insectos.
2) Resumenes de congreso.
3) Carteles.
4) Comunicaciones cortas.
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5) Libros o capitulos de libros.
6) Tratamientos toxicos (fumagilina) y niveles de infeccion.

Las variables de respuestas seleccionadas fueron las determinadas medidas de manejo contra
la nosemosis, evaluacion de la efectividad contra el parasito y explicar la dispersion de cada
tratamiento. En este documento, los términos “articulos cientificos”, “investigacion” y “estudio” se
utilizan indistintamente y como sinénimos para referirse a la propia publicacion; mientras que los
términos “experimento” y “bioensayo” se reserva para los diferentes tratamientos (farmacopea,
nutricibn o comparaciéon entre diferentes dosis) ya sea a nivel laboratorio 0 de campo que estén

previstos en la publicacion.

2.1.2 Selecciéon de estudios

Se consideraron estudios validos a aquellos articulos cientificos publicados en revistas arbitradas
entre los afios 1990 a 2020 que estudiaron los efectos de los tratamientos contra la nosemaosis
como: toxicidad, supervivencia y efectividad reportados con la media y alguna medida de
dispersién de los parametros analizados. La identificacibn de los estudios, asi como la
recopilacién de la informacion de interés relativa a las variables respuesta (media y medidas de
dispersién) y al disefio experimental (duracion, especie de abeja, cantidad de individuos, dosis,
etc.) se realiz6 en el programa RevMan (Review Manager 5.3). Asi, los datos obtenidos de cada
publicacion corresponden al ensayo completo y sélo se tuvieron en cuenta las mediciones a
punto final y no las reportadas a intervalos. Los articulos que evaluaron mas de un tratamiento,
combinacién o diferentes dosis fueron analizados por separado (cada tratamiento comparado
con el control) y se fueron clasificando de acuerdo con el tipo de tratamiento usado en el estudio,

por ejemplo: estudios moleculares, fitoterapéuticos, nutricion y apiterapia.

Los autores de articulos que cumplieron con los criterios de inclusion, pero carecian de medidas

de dispersidon como desviacion estandar y error estandar de la media fueron descartados.
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2.1.3 Riesgo de sesgo entre estudios individuales

Una vez completada la busqueda, se compararon los resultados. Posteriormente, se utilizé la
herramienta de colaboracion Cochrane para evaluar el riesgo de sesgo en estudios individuales
(J. Higgins & Green, 2011). Los tipos de riesgos examinados fueron:

1) Sesgo de disefio experimental. Correspondiente a experimentos que no informaron

claramente la aleatoriedad.

2) Sesqo de publicacién multiple. Correspondiente al nUmero de experimentos por articulo y

cada articulo incluido.

3) Sesqgo por informe selectivo. Corresponde a articulos que reportan informacion incompleta

sobre el disefio experimental y/o variables de respuesta.

4) Sesgo _de publicacion. Corresponden a reportes que usan productos naturales,

medicamentos 0 compuestos para tratar la nosemosis con buenos resultados.

La incidencia de cada tipo de sesgo se calific6 como alta, ambigua o baja (J. Higgins & Green,
2011).

2.1.4 Andlisis estadistico

Se utilizo el programa RevMan (Review Manager 5.3) para realizar los analisis estadisticos y
cuantificar el efecto del tratamiento en media estandarizada (DME) (del inglés Standardized
Mean Differences, SMD). Ademas, se utiliz6 un modelo de efectos aleatorios para calcular un
intervalo de confianza del 95% (IC 95%).

Las pruebas de DerSimonian y Laird (estadisticos Q) se utilizaron para evaluar la heterogeneidad
entre los estudios. El grado de heterogeneidad se cuantifica mediante el indice de inconsistencia
(estadistica 1%) (Higgins y Thompson, 2002). También se realizé un analisis de sensibilidad para

evaluar la solidez de los resultados del metaanalisis (Lean et al., 2009)

El beneficio de un grupo tratamiento frente a otro se analizé mediante la media, desviacion
estandar y niumeros de individuos de los grupos experimentales y de los grupos control de los
resultados de cada estudio, que fueron calculados y combinados mediante metaanalisis para

producir un valor global.
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Para evaluar la efectividad de los tratamientos sobre el nivel de infeccibn de las abejas se
correlacionoé el efecto entre los grupos tratados con tratamientos (grupo experimental) con los
grupos sin tratamiento (grupo control). Por lo tanto, el valor positivo en la relacion de respuesta
indica que el tratamiento tiene efecto significativo sobre el control de la mortalidad de las abejas
y el control de nivel de infeccion de la nosemosis. Para calcular la influencia de cada variable se
obtuvo el valor promedio, la desviacion estandar y el tamafio de la muestra del grupo control y
del grupo experimental. Los valores de error estandar se transformaron en desviacién estandar

de acuerdo con la ecuacion:
SD = SE\n

donde SD corresponde a la desviacion estandar, SE es el error estandar y n es el tamafio de la

muestra.

Para los analisis de datos, la variable analizada fue la inhibicion de la nosemosis. El tamafio del

efecto se calculé mediante la ecuacién de Hedges:

d= [XO ;XY]]

Donde XO es la respuesta media al grupo de control, XY es la respuesta media al grupo
experimental, s es la SD combinada y | es el factor de correccién del sesgo. Los intervalos de
confianza se generaron a un nivel de confianza del 95% para todos los tamafios de efectos y la

importancia fue evaluada por X2.

2.2 RESULTADOS

2.2.1 Andlisis de los estudios a incluir

Con la busqueda de articulos colectados se intenta responder a la pregunta de investigacion:

¢, Qué alternativas de farmacopea y nutricion son efectivas para el control de la nosemosis en

Apis mellifera?

Misma que nos llevé a la recopilacion de datos para este trabajo de acuerdo con los criterios de
inclusién y exclusion preestablecidos. Se obtuvo un total de 24,800 resultados de diversos tipos
de tratamientos contra la nosemosis. Se fueron eliminando los articulos duplicados de dicha

basqueda. Posteriormente, se realiz6 un filtrado con base al titulo y resumen y se seleccionaron
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109 articulos de los cuales se eligieron 58 estudios para su evaluacion a texto completo para su
elegibilidad en la realizacion del MA (Tabla 3) y se clasificaron de acuerdo con el tipo de
tratamiento usado en el estudio, por ejemplo: estudios moleculares, fitoterapéuticos, nutricion y
apiterapia. De los cuales, 9 son estudios moleculares, 20 son fitoterapéuticos, 10 se basaron en
suplementos, 4 implementaron productos de abejas (apiterapia), 1 con uso de producto acaricida,
1 de entomoterapia, 4 usaron metabolitos bacterianos, 4 tienen alguna combinacion de

tratamientos, 1 de radiacibn gamma y 3 usan tratamientos acidificados.

Los articulos cientificos incluidos evaluaron el efecto de los tratamientos sobre la supervivencia
en subespecies de A. mellifera como: A. mellifera mellifera, A. mellifera ligastica, A. mellifera
carnica, las cuales fueron las mas predominantes, sin embargo, se encontraron articulos en otras

especies del género Apis como: A. ceranay A. florea y en abejas del género Bombus spp.

La nosemosis mas frecuente en los estudios recopilados (entre 1990 y 2020) es la especie
Nosema ceranae con 51 estudios, la especie de N. apis con 5 estudios recopilados y 4 estudios
no mencionaron la especie de Nosema estudiada. Para la diferenciacion de las especies de
esporas de Nosema spp. los estudios realizaron colectas y aislamientos de intestinos medios de
las abejas siguiendo el procedimiento descrito por Gisder et al. ( 2011). Una vez aisladas las
esporas del intestino medio de las abejas, se procede a la identificacion de especies mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de acuerdo a los reportes de Genersch et al.(2010),
Gisder et al. (2010) y Kim et al. (2016).

Tabla 3. Estudios seleccionados para el metaanalisis

Autor Pais Tratamiento Componente?!

Miel + jugo de limon
Extracto de manzanilla (flores) + jarabe
de azdcar
Sutrivet + jarabe de azicar
Artemisia absinthium
Juglans regia (Fruto)
Juglans regia (Hoja)
Mellissa officinalis
Agripina et al., . . . Ocimum basilicum
9 p2017 Rumania Fitoterapia Origanum vulgare
Rosa caninum
Rosmarinum officinale
Thymus serpillum
Propéleo (NE)

Abou-Shaara,

2018 Egipto Fitoterapia
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Arismendi et al.,
2018

Chile

Fitoterapia y apiterapia

Aristotelia chilensis
Ugni molinae
Gevuina avellana
Propdleos (NE)

Arredondo et al.,
2017

Uruguay

Probio6tico

Lactobacillus kunkeii

Baffoni et al.,
2016

Italia

Bifidobacteria y
Lactobacilo

Bifidobacterium asteroides
Bifidobacterium coryneforme
Bifidobacterium indicum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johnsonii

Balamurugan et
al., 2020

Corea del
sur

Fitoterapia

Artemisia dubia
Aster scaber
A. dubia + A. scaber

Borges et al.,
2020

Canada

Nutracéuticos y
quimiotipos

Aceite de orégano
Timol
Carvatrol

Trans-cinnmaldehido tetrahidrocurcumina

Sulforafano
Naringenina
Embelina
Sulfuro de alilo
Hidroxitirosol
Quitosano

Poli I:C

Buczek et al.,
2020

Polonia

Porfirinas

pp [Lys-Asp] 2

pp [Lys-tfA] 2

pp [Asp (ona) 2] 2
pp [Lys-Lys] 2

Bravo et al., 2017

Chile

Fitoterapia

Cryptocarya alba

Eucaliptol (Cryptocarya alba)
a-terpineol (Cryptocarya alba)
B-felandreno (Cryptocarya alba)

Charistos et al.,
2015

Grecia

Suplemento alimenticio
comercial

HiveAlive™

Chen et al., 2019

China

Fitoterapia

Andrographis paniculata
Cyrtomium fortune
Polygonum cuspidatum
Melia toosendan
Cinnamomum cassia
Eucalyptus citriodora
Galangal

Cilia et al., 2020

Italia

Suplemento dietético

ApiHerb®
Api-Bioxal®

Costa et al., 2010

Italia

Compuestos naturales

Timol
Resveratrol

Damiani et al.,
2014

Argentina

Fitoterapia

Laurus nobilis

El Khoury et al.,
2018

Canada

Probi6ticos

Parasaccharibacter apium
Bacillus sp.
Bactocell®
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Levucell SB®
Fleming et al., . .
2015 EE.UU. Apiterapia NE
Forsgren & Fries, : . — Acido acético
2005 Suecia Comida acidificada Acido benzoico
Gajger et al., . . - .
2009 a Croacia Producto fitoterapéutico  Nozevit
Gajger et al., : : _ .
2009 b Croacia Producto fitoterapéutico  Nozevit
Gajggze(:)rlelt al., Croacia Producto fitoterapéutico  Nozevit®
Gaj%%rlgt dl Croacia Producto fitoterapéutico BeeCleanse
Gajger et al., Croacia Suplemento mineral Eko ZeoPet (Clinoptilolita de zeolita)
2015 natural
Gajger et al., . Pentadecapéptido
2018 SR gastrico estable EIFe
Gajger et al., . L
2020 Croacia Probi6tico EM®
Garrlz%olgt al., Argentina Acaricida Coumafos y Tau-fluvalinato
Huang et al., EE.UU. Silenciamiento de genes siRNADicer
2016
Hua;gleét al., China Silenciamiento de genes siRNADicer
Huang et al., China S|IenC|am|entc_J dg genes i
2020 postranscripcional
Kim et al., 2016 SR ] Fitoterapia Aster _sqaber .
sur Artemisia dubia
Kim et al., 2020 Corea del S|IenC|am|ent9 dg genes i
sur postranscripcional
Kunat et al., 2020 Polonia Entomoterapia Lasius fuliginosus
Corea del Artemisia dubia
Lee et al., 2018 sur Fitoterapia Aster scaber
A. dubia + A. scaber
Li et al., 2016 EE.UU. siRNA dsRNA-nkd
Acido fenil-lactico
Maggi et al.,, 2013  Argentina  Metabolitos bacterianos  Acido acético (Lactobacillus johnsonii
CRL1647)
Timol
Maistrello et al., . Aceite esencial de veticer
2008 Italia Compuestos naturales ([ ——
Resveratrol
Mederle et al., . e
2017 Rumania Suplemento dietético NE
Michalczyk & . . L ApiHerb®
Sokl, 2018 Polonia Producto fitoterapéutico Nozevit®
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Michalczyk et al ApiHerb®
y N Polonia Producto fitoterapéutico  Nozevit®
2016 i
Apix
Mura et al., 2020 Italia Apiterapia Propéleo (Chamaerops humilis)
Nanetti etal, Espafia Acido organico Acido oxalico
2015
Pegh;l(l)rgoet dl Francia Probidticos Pediococcus acidilactici
Pohorecka, 2004 Polonia Fitoterapia Artemisia absinthium
Porrini et al Bacteroriocinas (Enterococcus avium y E.
2010 " Argentina  Metabolitos bacterianos faecium)
Surfactinas (Bacillus subtilis)
Artemisia absinthium
Porrini et al., Argentina Fitoterapia Allium sativum
2011a 9 P Laurus nobilis
llex paraguariensis
Laurus nobilis
Origanum vulgare
Porrini et al. 2017  Argentina Fitoterapia Rosmarinus officinalis
Cinnamomun zeylanicum
Eucalytus aff.globulus
Ptaszynska et al. . o o Lactobacillus rhamnosus
Polonia Probiético y prebidtico .
2016 Inulina
Ptaszynska et al. . . [PP(Asp)2]
2018 Polonia Porfirinas TMePyP
Rodriguez-Garcia Interferencia de ARN
etal., 2018 EE.UU. (ARNi) dSRNA
Porphyridium purpureum
Roussel et al Porphyridium marinum
’ Francia Polisacaridos sulfatados Rhodella violacea
2015
Rhodella maculata
Arthrospira platensis
Simone-Finstrom o o
etal. 2018 EE.UU. Radiacion Irradiacion gamma
Dscam
SO & EE.UU. Gen inmunitario nimrod C1
Evans, 2013 :
nimC1
L, ARNt (Drosophila melanogaster)
Snow, 2020 EE.UU. Aminoacidos ARNIt (Caenorhabditis elegans)
Suw:lnnggfg get Tailandia Apiterapia Propdleo (Trigona apicalis)
Thrasyvoulou et . .
al., 2007 Grecia Suplemento VitaFeed Gold
Tsagkarakis et . Acidificante natural de .
Grecia Provigoro®
al., 2015 agua
Watkins de Jon Apiterapia y suplemento Polen
etal., 2019 ’ EE.UU. P i ro)fteicf)J BeePro®
B P Polen + BeePro®
Yemor et al. 2016  Tailandia Apiterapia Propdleo (Trigona apicalis)
Yucel & Do-aro- Israel Compuestos naturales  Timol

lu, 2005

1: Dosis variables en los diferentes estudios y dentro de ellos
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NE: No Especifica
Dscam: Molécula de adhesion celular del sindrome de Down

2.2.2 Andlisis estadisticos

De todos los estudios de tratamientos para el control alternativo de la nosemosis solo 17 se
utilizaron para la realizacion del metaanalisis de los cuales solo 12 mostraron un efecto positivo
para el control de la nosemosis (Fig. 3.1). La razon de que algunos estudios se excluyeran para
el metaanalisis fue por que presentaban resultados muy generales, los datos no eran especificos
sobre el procedimiento, no mencionaban la intervencion usada, la especie de abeja no era Apis
mellifera, no se pudo acceder al material suplementario o no presentaban estadigrafos de
dispersion para incluirlos.

Experimental Control Mean Difference Mean Difference
Study or Subgroup Mean SD Total Mean 8D Total Weight IV, Fixed, 95% CI IV, Fixed, 95% CI
Ahoou-Shaara 2018 1333 1066373 540 3333 4467 180 00% -20.00F31.11,-8.89)
Arismendi 2018 5208 B8B2949 2500 f26 900643 1000 01% -10.52[17.09,-3.95] i
Baffoni 2016 3725 3I6BE 132 4895 2847 132 48% A7 F1.92,-0.42) "
Borges 2020 128808 45026 1440 1085 38686 240 18.8% 118201127 1236 .
Cilia 2020 29215 32024 BAD 05 TAO1E 300 7% 413 F5.01,-3.24] -
Costa 2010 864 1743244 480 1282 1330408 240 00% 418064751885 ———
Gajger 20093 6.1 185 B0 254 317 B0 4% -19.40[20.33,-18.47] -
Gajger 2004h 1635 100255 1440 6385 180225 1840 48% -4750-48.47 -46.43) -
Gajger 2013 1023 4354 28800 5668 4948 ATED  34% 46454773, -45.17) -
Gajger 2015 36.6875 153336 BG40 TRATH 136482 BG40 204% -38.69[3012,-38.29) L
Garrido 2016 120135 19806 400 11.534 1748 200 0O7% 048[-2.38 334 T
Maistrello 2008 A7.6675 1277069 480 674 21656 120 00%  -973[5013, 30,66
Michalczyk & Sokdl 2018 4616 TT.043 1800 5G.495 1206733 1200 0% 1044 F1813,-274) e
Michalezyk 2016 177167 355833 8000 198 123011 G000  BE% 1920112, 273 *
Manetti 2015 11.86 166 60 3064 118 G0 5.8% -18.78[H19.75,-17.81] -
Partini 2010 15535 156306 540 143933 146283 270 1.2% 114 -1.05 333 *
Portini 2017 B6772 150166 1050 62705 57403 210 38% 041079, 161] r
Total (95% Cl) 58012 26052 100.0% -15.61[-15.84,-15.37] |
Heteropeneity: Chi*= 31502.45, df= 16 (P = 0.00001); = 100% ; f

A0 35 25 a0

Test for overall effect 2=130.32 (P = 0.00001) Favours [experimental] Favours [control]

Figura 3.1. Diagrama Forest-plot de los estudios sobre tratamientos alternativos para la

nosemosis en articulos generados entre 1990 y 2020.

A continuacion se describirdn brevemente aquellos estudios que tuvieron resultados favorables

para el método experimental.

Abou-shaara (2018) el propésito de este estudio es probar la eficacia de tres métodos de

tratamiento: miel diluida mezclada con jugo de limén (M1), extracto de manzanilla mezclado con
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jarabe (M2) y sutrivet® mezclado con jarabe (M3) en condiciones de el campo y laboratorio para
nosema. Como resultado, en condiciones de campo, M2 redujo las infecciones en un 36,66%,
mientras que M3 redujo en un 23,33% y, finalmente, M1 redujo en un 13,33%. En laboratorio, la
mayor eficacia corresponde a M2, seguida de M1 y finalmente M3. Estos resultados indican el

papel potencial de la manzanilla como material natural para controlar la nosemosis.

Arismendi (2018) por su parte evalla extractos metandlicos de plantas nativas en diferentes
concentraciones (2, 4, 8 y 16%) de las especies Ugni molinae, Aristotelia chilensis y Gevuina
avellana y propéleos chilenos (regiones de Biobio (BB) y Los Rios (LR)) contra N. ceranae. Los
resultados obtenidos de los extractos de A. chilensis (8%), U. molinae (2 y 8%) y propéleos BB
(8%) muestran que disminuyen la carga de N. ceranae y mejoraron la sobrevivencia de las
abejas. Por otra parte, cuando las abejas fueron tratadas primero con los extractos y luego
infectadas, todos los extractos disminuyeron la carga del parasito, pero solo los extractos de U.
molinae (2 y 8%) y propéleo LR (8%) mantuvieron una alta sobrevivencia de abejas infectadas
con N. ceranae. Estas especies evaluadas tienen registro de actividad antimicrobiana contra
patégenos en humanos (Romanucci et al., 2016; Rubilar et al., 2010; Shene et al., 2009, 2012)
por ejemplo, la especie Ugni molinae contiene heteropolisacaridos entre ellos las sustancias
pécticas (Chakraborty et al., 2019) y la fibra dietética, la cual esta compuesta principalmente de
lignina, celulosa, pectina y hemicelulosa. Ademas, contiene acidos grasos poliinsaturados
(89,0%), acidos grasos monoinsaturados (7,7%) y acidos grasos saturados (3,3%) ademas de

ser una importante fuente de vitaminas y minerales.

El fruto de Aristotelia chilensis sirve para curar diarreas crénicas y disenteria, sus hojas frescas
en infusion se utilizan para las enfermedades de la garganta, tumores intestinales y fiebre. Las

hojas secas y en polvo son usadas para curar heridas y cicatrices (Leal Mora, 2006).

Gevuina avellana tiene una amplia gama de usos, entre los que destacan el aprovechamiento de
la madera y varios usos no madereros, entre ellos medicinal, ornamental, semilla comestible,
aceite y melifera (Valdebenito et al., 2017) su corteza es usada para estimular la coagulacion,
sanar heridas internas y desparasitar esto por su alto contenido de taninos y el pH de la corteza
(Mufioz, 1981; Citarella, 1995)

Baffoni et al., (2016) evalud los simbiontes microbianos del sistema digestivo de las abejas
(bifidobacterias y los lactobacilos) que protegen a sus huéspedes mediante metabolitos

antimicrobianos, inmunomodulacion y competencia. En este estudio compararon cuatro
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tratamientos: abejas alimentadas con jarabe de azlucar (CTR); abejas alimentadas con jarabe de
azucar con bifidobacterias y lactobacilos (PRO); abejas infectadas con esporas de N. ceranae y
alimentadas con jarabe de azucar (NOS); abejas infectadas con N. ceranae y alimentadas con
jarabe de azucar con bifidobacterias y lactobacilos (NP). La infeccion por N. ceranae se llevo a
cabo individualmente en abejas anestesiadas. Como resultado se averigu6 que en el grupo NP
como en el PRO disminuyeron el nivel de N. ceranae, lo que demuestra un efecto positivo de los

microorganismos suplementados en el control de la infeccién de N. ceranae en las abejas.

Cilia (2020) y Gajger (2009a; 2009b; 2013) evaluaron productos probiéticos, Cilia et al. (2020)
evaluaron los productos ApiHerbfi® y Api-Bioxalfi® contra N. ceranae. Para ello, se seleccionaron
colonias infectadas con N. ceranae, las cuales se dividieron en tres grupos: colonias tratadas con
ApiHerbfi® (AH), colonias tratadas con Api-Bioxalfi® (AB) y un control sin tratar. Ambos
tratamientos redujeron la abundancia de N. ceranae, pero AH también disminuy6 la prevalencia
de N. ceranea de abejas infectadas mientras que Gajger et al. comprueban el rendimiento del
preparado de hierbas Nozevit® (2009a; 2009b) y BeeCleanse® (2013) como medida preventiva
contra N. apis y N. ceranea.

Costa (2010) y Maistrello (2008) evaluaron quimiotipos diferentes (timol y resveratrol), Costa et
al. (2010) administro los quimiotipos en dos formulaciones diferentes (caramelo y jarabe) para
observar el efecto en N. ceranae y en la longevidad de las abejas meliferas. El jarabe de timol
fue el que brind6 mejores resultados en la disminucion del nivel de infeccién (60 £+ 9 millones de
esporas/abeja) en comparacion con las abejas de control (138 + 7 millones de esporas/abeja)
también se observé que las abejas alimentadas con jarabe de timol o resveratrol vivieron mas
tiempo (23 y 25 dias, respectivamente) en comparacion con el control (20 dias). Estos dos
guimiotipos (timol y resveratrol) son buenos prospectos en concentraciones combinadas como lo
ha demostrado Maistrello et al. (2008) quienes los evaluaron en caramelos para el control de la
nosemosis manifestando tasas de infeccibn menores y vivian significativamente mas tiempo.
Existen reportes de que el timol es usado por sus efectos contra el acaro Varroa destructor y
otras de las ventajas que presenta, es que no es toxico para las abejas y se ha indagado en su
uso como control quimico alternativo para varios hongos fitopatégenos (Dambolena et al., 2008;
Svircev et al., 2007) y bacterias orales en humanos (Bennis et al., 2004). En tanto que el
resveratrol tiene actividades biologicas como antiinflamatorio y anticancerigenos (Frémont,
2000).
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Nanetti et al., (2015) evalu6 el efecto de la solucion de &cido oxalico (AO: 0.25 M). El &cido oxalico
es un componente natural de los organismos vivos y los alimentos (incluida la miel), y sus efectos
en las abejas cuando se les administra junto con el jarabe se probé en laboratorio y campo.
Cuando se aplic6 AO, el numero de esporas en los experimentos de laboratorio se redujo
significativamente (tratadas: 11,86 + 0,94 e.s. x 10°%; sin tratar: 30,64 + 0,31 e.s. x 10°). Cuando
se aplicé AO en el campo, la tasa de infeccion de abejas jévenes (53,8% + 6,5 e.s.) y adultos
(44,4% + 6,0 e.s.) disminuyd. Al mismo tiempo, se detecté un aumento de la prevalencia en todos
los controles de abejas jovenes y adultas (45,7% £+ 22,8 e.s. y 10,2% + 5,9 e.s., respectivamente).
Ante estos resultados el jarabe de acido oxalico parece otra estrategia prometedora contra el
manejo de la nosemosis.

Sin embargo, aunque las abejas pueden tolerar dosis terapéuticas de AO, Gregorc y Skerl (2007)
realizaron un analisis inmunohistoquimico y los resultados mostraron que las abejas alimentadas
con AO tenian muerte celular necrética en los ventriculos ademas Schneider et al. (2012)
mostraron que la vida util de las abejas se acort6 pero en otros estudios (de paises europeos) no
se observaron efectos negativos obvios en la poblacion adulta de la colonia (Nanetti et al., 2003).
Esto plantea la cuestion de si el AO pueda ser un buen sustituto para el control de la nosemosis.

Michalczyk & Sokdl (2018) examinaron colonias de abejas coinfectadas con Nosema apis y
Nosema ceranae tras la administrarles tres productos (Nozevit, ApiHerb y ApiX) en condiciones
de campo. El estudio mostré que existen diferencias considerables en el nimero de esporas de
Nosema spp. en las muestras de abejas analizadas. Comparado con Nozevit y Apiherb, ApiX es
el producto mas eficaz para controlar la invasion de la N. apis. Se llevé a cabo la misma prueba

para probar su efecto sobre N. ceranae, en el cual los tres productos tienen efectos favorables.
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CAPITULO Il

DISCUSION, CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

3.1 DISCUSION

La administracion de fitoterapia y polen mejora la supervivencia y disminuye el nivel de
nosemosis en las abejas A. mellifera, de acuerdo con los resultados de este metaandlisis. La
composicion del polen puede variar debido a la diversidad de las fuentes florales que una abeja
visita para la colecta de polen que afecta también el contenido de aminoacidos esenciales en el
polen como la histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano y
valina. Sus carbohidratos son principalmente fructosa, glucosa y los lipidos son acidos grasos
insaturados (Frias et al., 2016; Roulston & Cane, 2000). Los otros componentes del polen de
abeja son igualmente importantes y muestran actividad terapéutica. Lo primero a considerar es
el contenido de vitaminas y minerales que contiene el polen, incluidas las vitaminas B, vitamina
C, vitamina E, magnesio, calcio, hierro, zinc y manganeso (Campos et al., 2008; Herbert &
Shimanuki, 1978). También se considera una buena fuente de acidos grasos omega 3, 6 y 9
(poliinsaturados) (Sagona et al., 2017). Se ha demostrado que el consumo de estos acidos
grasos es beneficioso en la prevencién y el tratamiento de enfermedades cardiovasculares,

artrosis, artritis y cancer (Tvrzicka et al., 2011)

La fitoterapia también tiene sus ventajas ya que su empleo como tratamiento natural es el mas
conocido en el mundo por sus beneficios a la salud humana debido a su amplia gama de
actividades biol6gicas que pueden presentar ademas de que su uso esta en ascenso debido a
validacion sobre su seguridad y eficacia (Busse, 2000; Dechamp, 1999) lo que hace que estos

tratamientos sean capaces de controlar los multiples patégenos.

Por lo que esta revision sisteméatica de la literatura corrobora la amplia aceptacion del empleo de

farmacopea y polen en el tratamiento alternativo de la hosemosis a nivel mundial.

Entre las tres especies de Nosema que afectan a las abejas A. mellifera, el de mayor campo de
investigacion es N. ceranae, lo cual se puede suponer que se debe a su adaptabilidad y rapida
propagacion en el mundo. Sin embargo, aln no es claro su mecanismo de virulencia, aunque
hay dos hipoétesis interesantes sobre la virulencia de esta especie de parasito. La primera
hipétesis sugiere que estos parasitos secretan una enzima llamada hexoquinasa, que acelera el

metabolismo de las células infectadas, mientras que la segunda propone que la infeccion inhibe
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la apoptosis de las células infectadas y favorece la reproduccion de los parasitos. Este ultimo
esta respaldado por la investigacion de Huang et al. en 2016, en el que utiliza ARNm como

silenciador génico.

Otro punto destacable de los estudios es el tiempo del bioensayo donde algunos tratamientos
tienen una efectividad en cuestién de dias pero hay estudios por ejemplo en el de Yicel &
Dogaroglu (2005) se demuestra que el timol reduce considerablemente en 2 afios el nivel de la
nosemosis causada por N. apis. El tiempo estimado en la mayoria de los tratamientos es crucial
ya gue se requiere un tratamiento que sea efectivo en poco tiempo. Sin embargo, hay que tener
en consideracion a aquellos tratamientos que no muestran un efecto benéfico en poco tiempo y

hay que evaluarlos en un lapso de tiempo mayor.

La mayoria de los estudios estan enfocados en tratamientos de caracter natural como la
farmacopea, el uso de compuestos naturales, la apiterapia y la nutricibn. La forma de
administracion tanto del tratamiento como la infeccion de las esporas es por medio de goteo y
las dosis tanto del tratamiento y de infeccion fueron variadas pero siempre acompafiadas con

jarabe de azucar.

Este trabajo realizado es Unico en especie ya que no se han encontrado trabajos realizados que
estimen los tratamientos existentes o0 experimentales que ayuden como alternativas para el

tratamiento de la nosemosis.

3.2 CONCLUSIONES

Nosema ceranae y N. apis muestran patrones epidemiolégicos diferentes, debido a que el
primero de ellos tiene infecciones mas altas en climas calidos apareciendo en las colonias de
abejas a lo largo del afio, tanto en la colonia como en el apiario. En tanto que N. apis su

prevalencia es mayor en climas frios (Chen & Huang, 2010; Fries, 2010).

En la revision sistemética de la literatura, existe evidencia de sesgo de publicacion, por lo que

estos resultados deben interpretarse con cautela.

De igual forma, se recomienda realizar investigaciones para evaluar combinaciones compatibles,
asi como estudiar los efectos de otros factores, como temperatura y humedad (precipitaciones),

disponibilidad de néctar-miel y polen en las colonias, tipo de suelo, el uso y tiempo de aplicacién
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del tratamiento y posibles efectos sobre el control de la nosemosis y otras areas de interés para

el incrementar la produccion de miel.

3.3 PERSPECTIVAS

Este metaandlisis da el primer acercamiento en proponer los tratamientos efectivos contra la
nosemosis, lo cual ayudaria a orientar a los apicultores sobre el uso de tratamientos alternativos
contra la nosemosis que no son toxicos para las abejas, no dejan residuos en la miel y afectan

al ser humano.

Cabe destacar que aunque hay estudios que no se evaluaron por falta de datos, la opcion para
enriquecer dicho trabajo seria complementarla solicitando las bases de datos originales a los
autores correspondientes y ampliar el abanico de los criterios como serian incluir otras especies

de abejas y el periodo de los estudios.

El difundir la guia propuesta en este trabajo por medio de publicaciones cientificas, congresos u
otros medios para promover la implementacion de tratamientos alternativos para el control de la

nosemosis a una escala mayor favoreciendo a la industria apicola.

Extender el uso de los metaandlisis a las ciencias biolégicas y en otras areas de investigacion

para contribuir a la sintesis racional de la evidencia existente y la toma de decisiones.
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GLOSARIO
Apiterapia Terapia alternativa basada en elementos provenientes de las
colmenas de las abejas para prevenir y curar diversas enfermedades.
Efectividad Es el equilibrio entre eficacia y eficiencia.
Eficacia Capacidad de lograr el efecto que se desea 0 se espera.
Eficiencia Capacidad de disponer de alguien o algo para conseguir el

cumplimiento adecuado de una funcion.

Farmacopea Serie de libros recopilatorios de recetas de productos con propiedades
medicinales reales o supuestos, en los que se incluyen elementos de su
composicién y modo de preparacion.

Fitoterapia Tratamiento de las enfermedades mediante plantas o sustancias
vegetales.
Infectividad Capacidad de un agente patdégeno para invadir un organismo y provocar

una infeccion.

Nutracéutico Alimento o parte de un alimento que proporciona beneficios médicos o
para la salud, incluyendo la prevencion y/o el tratamiento de
enfermedades.

Silenciamiento Proceso de regulacion en la expresion, eliminacion y control de material
génico genético.
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