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Resumen

La loque americana (LA) (Paenibacillus larvae) es una enfermedad bacteriana
que afecta a las abejas (Apis mellifera), en particular a la etapa larvaria, y puede causar
graves efectos sobre la salud de las colmenas. Las esporas pueden mantenerse en forma
latente en la miel sin desarrollar sintomas, por lo que es posible realizar su aislamiento en
colmenas aparentemente sanas. La presencia de esporas en miel constituye ademas una
importante limitacion para el comercio internacional. En el Uruguay esta enfermedad se
encuentra, en la actualidad, con una baja prevalencia. El objetivo del presente trabajo fue
realizar el monitoreo de mieles en la zona este-noreste del pais, regiones donde nunca se
han reportado casos clinicos de esta enfermedad. Durante la zafra 2021-2022 (setiembre-
febrero) se colectaron muestras de miel (n=80) en los departamentos de Rivera, Cerro
Largo, Treinta y Tres, Rocha, Lavalleja y Maldonado. En ninguna de las muestras se aislaron
colonias de P. larvae. Los resultados indican que es posible establecer zonas libres de LA.
Las actividades de investigacion y extension con los apicultores son fundamentales para
mantener y desarrollar buenas practicas apicolas vinculadas a la sanidad de las abejas, asi
como para la obtencion de mieles diferenciadas que puedan tener mejores condiciones
para la exportacion a mercados especificos.

Palabras clave: Apiarios, Loque americana, Miel, Monitoreo, Paenibacillus larvae.
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Abstract

American foulbrood (AF) (Paenibacillus larvae) is a bacterial disease that affects bees
(Apis mellifera), particularly their larvae stage, and can cause serious effects on the health of
hives. The spores can remain latent in honey without developing symptoms, so it is possible
to isolate the bacteria from apparently healthy colonies. The presence of spores in honey
is also an important limitation for international trade. In Uruguay this disease is currently
with a low prevalence. The objective of this work was to made an AF surveillance of honey
in the east-northeast area of the country, where clinical cases of this disease have never
been reported. During the 2021-2022 harvest season (September-February), honey samples
(n=80) were collected from the departments of Rivera, Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha,
Lavalleja and Maldonado. In none of the honey samples were isolated colonies of P. larvae.
The results indicate that it is possible to establish AF-free zones. Research and extension
activities with beekeepers are essential to maintain and develop good beekeeping practices
linked to the health of bees, as well as to obtain differentiated honeys that may have better
conditions for export to specific markets.

Keywords: Apiaries, American fulbrood, Honey, Surveillance, Paenibacillus larvae.
Resumo

A loque americana (AL) (Paenibacillus larvae) é uma doenca bacteriana que afeta as
abelhas(Apis mellifera), principalmente nafase larval, podendo causar sérios efeitos nasatde
das colmeias. Os esporos podem permanecer latentes no mel sem desenvolver sintomas,
por isso e possivel isola-los de colmeias aparentemente saudaveis. A presenca de esporos
no mel também € uma limitacao importante para o comeércio internacional. No Uruguai esta
doenca esta atualmente com baixa prevaléncia. O objetivo deste trabalho foi monitorar o
mel na regiao leste-nordeste do pais, regioes onde nunca foram relatados casos clinicos
desta doenca. Durante a safra 2021-2022 (setembro-fevereiro), foram coletadas amostras
de mel (n=80) dos departamentos de Rivera, Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha, Lavalleja e
Maldonado. Em nenhuma das amostras foram isoladas colonias de P. larvae. Os resultados
indicam que é possivel estabelecer zonas livres de LA. Atividades de pesquisa e extensao
com apicultores sao essenciais para manter e desenvolver boas praticas apicolas ligadas
a sanidade das abelhas, bem como obter méis diferenciados que possam ter melhores
condicoes de exportacao para mercados especificos.

Palavras-chave: Apiarios, Loque americana, Mel, Monitoramento, Paenibacillus larvae.
Introduccion

Las abejas meliferas (Apis mellifera) son susceptibles a numerosas enfermedades
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infecciosas y parasitarias que afectan su salud. Dentro del conjunto de enfermedades
descritas para Uruguay, las que mayor impacto han tenido son la varroasis (acaro Varroa
destructor) y la loque americana (LA) (bacteria Paenibacillus larvae). Estos patogenos
pueden generar pérdida de colmenas, reduccion de su productividad o, indirectamente,
afectar la comercializacion de la miel con destino a la exportacion (Invernizzi et al., 2017;
Van Engelsdorp y Meixner, 2010). En los apiarios comerciales, los apicultores deben conocer
y reconocer las diferentes enfermedades para desarrollar las mejores estrategias de control.
Estos aspectos son fundamentales, ya que el manejo de las colmenas y los tratamientos
zooterapicos y zootécnicos tienen importancia para la sanidad de las abejas, asi como
para aspectos vinculados a la inocuidad de la miel (y otros productos de las abejas) y su
comercializacion.

La loque americana es una enfermedad bacteriana que tiene importancia tanto para la
salud de las abejas como para la comercializacion de la miel. Afecta solo a las crias de abejas
y provoca la muerte de larvas y pupas. Esta enfermedad es de declaracion obligatoria en el
pais y en la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OMSA, 2014, 2018), por lo que la miel
que contenga esporas puede tener limitaciones comerciales con paises libres de LA. Si bien
la bacteria se desarrolla en la cria, especificamente en el tubo digestivo, presenta también
una fase esporulada de resistencia, la cual se mantiene viable en la miel, cera y material
apicola durante mas de 30 anos (Genersch et al., 2010); estas caracteristicas determinan vias
de contagio y dispersion de la enfermedad entre diferentes colmenas y apiarios (Matovic et
al., 2023).

Clinicamente, la LA fue detectada en apiarios del Uruguay en 1998 y aislada por primera
vez en el 2000 (Piccini y Zunino, 2001). Desde entonces, se han realizado relevamientos para
analizar la evolucion y distribucion de la enfermedad en nuestro territorio. Inicialmente se
observo que apiarios de la zona del litoral oeste eran los mas afectadosy, de forma gradual,
se fue reduciendo hasta abarcar solo al departamento de Soriano (Antinez et al., 2004,
2012). Es importante destacar que las colmenas relevadas en el 2011 no presentaban signos
clinicos, sino que fueron aisladas esporas en dos muestras de miel (n=103, prevalencia
2 %). El relevamiento realizado en el 2021 mostro un aumento en la distribucion territorial,
manteniendo ailin una baja prevalencia de muestras de miel positivas (10 %) (Antlnez, 2022).

En nuestro pais existen diferencias regionales sobre las practicas apicolas y el manejo
de las colmenas; mientras que el litoral oeste y la zona centro-sur se caracterizan por la
alta densidad de colmenas y las practicas apicolas intensivas, la zona este del Uruguay
posee menor nimero de apicultores, menor densidad de apiarios (Registro Nacional de
Propietarios de Colmenas-RNPC-2021), asi como practicas apicolas mas sencillas. Sumado a
esto, en la zona este, hasta la fecha, no se han reportado colmenas con sintomas clinicos de
LA. Coincidentemente, es en esta misma region donde las abejas presentan un mayor grado
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de africanizacion (hibridos de A. mellifera scutellata y A. mellifera mellifera) (Branchiccela et
al., 2014; Diniz et al., 2003) y expresan un mayor comportamiento higiénico (Mendoza, 2018).
A su vez, se ha demostrado que este comportamiento se asocia a la capacidad de las abejas
para detectar, desopercular y remover la cria enferma de la celda antes que las bacterias
de la LA alcancen el estado esporulado de diseminacion de la enfermedad (Spivak y Danka,
2021).

Con base en estos antecedentes se planted la hipotesis de que es posible encontrar
zonas del Uruguay cuyas colmenas se encuentren libres de LA. El objetivo del presente
trabajo fue determinar la presencia de LA en mieles de la region este-noreste del Uruguay,
especificamente en los departamentos de Rivera, Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha, Lavalleja
y Maldonado.

Materiales y metodos

El muestreo fue realizado desde setiembre del 2021 a febrero del 2022. Para la seleccion
de apiarios se incluyeron apicultores inscriptos en el RNPC, con mas de 150 colmenas
declaradas, cuyos apiarios fuesen fijos y reprodujeran su propio material biologico (tabla
1). Los apiarios estan en su totalidad georreferenciados (figura 1) e incluyen apicultores
de los departamentos de Rivera, Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha, Lavalleja y Maldonado.
Ninguno de los apiarios recibio alimentacion en primavera (previo a la primera cosecha);
parte de los apicultores no realizaron tratamiento contra varroa y aquellos que lo hicieron
solo utilizaron productos organicos (tiras de carton con acido oxalico).

Durante la primera cosecha, se recolectaron muestras de miel directamente a la
salida de la centrifuga de extraccion, indicando el apiario especifico de origen de acuerdo
a los registros de trazabilidad del apicultor. Las muestras de miel (n=2 por apiario) fueron
colectadas en frascos estériles (150 ml), rotuladasy conservadas en lugar fresco, atemperatura
ambiente, hasta su procesamiento. Las muestras (n=80) fueron derivadas al Laboratorio de
Bacteriologia (MGAP-Dilave).

Los cultivos se realizaron mediante técnicas especificas para el aislamiento de
P. larvae, de acuerdo a lo descrito en Antiinez et al. (2004) y OMSA (2018). Se procedio de la
siguiente manera: se tomaron 20 g de miel por muestra, se diluyeron en agua destilada (1:1),
centrifugado (6000 g/40 min). Se descarto el sobrenadante y los pellets se re suspendieron
en 2 ml de PBS estéril. Luego se incubaron a 80 °C durante 15 min, se sembro en medio )
(cony sin acido nalidixico) y se incub6 a 37 °C con CO2. En forma paralela, a cada incubacion,
se sembro un control positivo de P. larvae (control obtenido del muestreo de afio anterior,
confirmado por PCR, Laboratorio de Bacteriologia del Instituto de Investigaciones Biologicas
Clemente Estable-1I1BCE), de forma de validar cada proceso de cultivo de muestras. Las
colonias sospechosas se analizaron mediante pruebas bioquimicas y la confirmacion de su
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identidad se realizo mediante PCR utilizando primers especificos para P. larvae en el IIBCE.

Tabla 1. Distribucion de muestras obtenidas, apicultores, apiarios y colmenas por

departamento (*)

Departamento N.° de Cantidad Cantidad de N.° de N.°de
apicultores de apiarios colmenas muestras aislamientos
registrados declarados declaradas obtenidas delLA

Rivera 355 689 52 397 19 0
Cerro Largo 142 634 20 629 21 0
Treintay Tres 76 235 6772 8 0
Rocha 92 232 9036 10 0
Lavalleja 110 325 10 178 13 0
Maldonado 132 442 12 737 9 0
Total 207 2557 111749 80 0

(*) Datos obtenidos del Sinatpa-MGAP-2021

Monitoreo 2022, DILAVE-MGAP

N Determinacion de P. Larvae en miel de origen determinado

/®Concordia

Uruguay:

g
2" | Leyenda )
OMontevideo: ®bunta del Este

Figura 1: Distribucion de los apiarios (puntos azules) muestreados en la zona este-
noreste del Uruguay (Rivera, Cerro Largo, Treinta y Tres, Rocha, Lavalleja y Maldonado)

Resultados

Del total de las muestras analizadas (n=80) no se obtuvieron aislamientos de colonias
de LA (P. larvae). Los resultados fueron informados a cada apicultor incluido en el muestreo.

Discusion y conclusiones

Estos resultados indican que es posible obtener mieles libres de esporas de LA en
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apiarios de la region este-noreste del Uruguay y confirma los hallazgos de la tendencia
observada con el monitoreo nacional en el 2021 (Antlinez, 2022). Para lograr esta condicion
a largo plazo es fundamental mantener actividades de monitoreo y capacitacion continua
dirigido a los apicultores (Antlnez et al., 2012), en particular asociado a buenas practicas
apicolas (deteccion temprana, recambio de material, eliminacion de colmenas positivas,
no alimentar colmenas con miel, etc.) y registros productivos (cuaderno de campo). Los
resultados confirman las observaciones de campo y la ausencia hasta la fecha de casos
con sintomas clinicos de LA en los departamentos incluidos en el muestreo. Si bien las
abejas africanizadas, por su comportamiento defensivo, exigen un manejo mas laborioso
(Mendoza, 2018), la seleccion de lineas que expresen un buen comportamiento higiénico
se asocia a apiarios con menor incidencia de enfermedades (Invernizzi et al., 2011; Spivak y
Danka, 2021).

En suma, la investigacion de campo y de laboratorio constituyen una herramienta
fundamental para el monitoreo y vigilancia epidemiologica de las enfermedades de la
colmena que afectan la produccion de miel. Los hallazgos obtenidos también son un aporte
al sector productivo vinculada a la exportacion, ya que existen demandas especificas de
determinados mercados con requerimientos sanitarios de mieles libres de esporas de
esta bacteria. De esta manera, mieles cosechadas en zonas con monitoreos negativos a LA
tendran mayor probabilidad de exportarse a mercados especificos. El trabajo continuo de
educacion y extension con apicultores es un pilar clave para el mantenimiento y mejora
del estatus sanitario de las abejas, asi como la aplicacion de buenas practicas en todos los

componentes de la produccion apicola.
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