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Desarrollo de técnicas moleculares para el diagnostico de patogenos

apicolas bacterianos y virales

Antunez, K., D Alessandro, B., Piccini, C., Zunino, P*.

RESUMEN

La actividad apicola ha venido adquiriendo cada vez mayor
relevancia dentro del sector agroexportador. Sin embargo, la
presencia de patdgenos bacterianos como Paenibacillus larvae
larvae y virales, como el virus de la paralisis crénica (CBPV) y
el virus de la paralisis aguda (ABPV), representan un desafio
para profesionales y apicultores. El objetivo del presente tra-
bajo fue desarrollar métodos moleculares para detectar diferen-
tes patogenos apicolas. El ADN bacteriano fue extraido de lar-
vas, abejas y miel, mientras que el ARN viral fue extraido de
abejas. Para la deteccion de P. I. larvae se amplificd mediante
PCR un fragmento del gen que codifica para el ARNr 16S y un
fragmento que codifica para una metaloproteasa. Para la detec-
cion de los virus, se amplificé mediante RT-PCR un fragmento
del gen que codifica para la ARN polimerasa viral del CBPV y
un fragmento del gen que codifica para proteinas de la cépside
en el caso del ABPV. P. [. larvae fue detectado en larvas, abejas
y miel mientras que CBPV y ABPV fueron detectados en abe-
jas. El diagnéstico exitoso de estos patégenos mediante técni-
cas moleculares puede contribuir en el desarrollo de estrategias
de control de las enfermedades relacionadas con la apicultura
en Uruguay.

Palabras clave: Paenibacillus larvae larvae, virus de abejas,
PCR, RT-PCR.

SUMMARY

Apiculture has strongly developed in Uruguay during the re-
cent years. However, the presence of pathogen bacteria such
as Paenibacillus larvae larvae and viruses, like Chronic Bee
Paralysis Virus (CBPV) and Acute Bee Paralysis Virus (ABPV)
represents a challenging problem to professionals and bee-kee-
pers. Therefore, the goal of the present work was to perform
molecular methods to detect different pathogens that affect
honeybees. Bacterial DNA was extracted from different sam-
ples including larvae, adult bees and honey, and viral RNA was
extracted from adult bees. For the detection of P. . larvae, a
partial region of the 16S rRNA gene and a partial region of the
gene that codifies for a metallo-protease were amplified by
PCR. Amplification of a region of the CBPV gene that codifies
for the viral RNA polymerase and amplification of a partial
region of the gene that codifies for an ABPV capsid protein
were done by RT-PCR. P. . larvae was detected in larvae, bees
and honey while CBPV and ABPV were detected in bees. Suc-
cessful diagnosis of these bee pathogens from natural samples
confirmed that these molecular techniques are fast and sensiti-
ve diagnosis tools that can contribute to the control of apicul-
ture-related diseases in Uruguay.

Key words: Paenibacillus larvae larvae, honeybee virus, PCR,
RT-PCR.

INTRODUCCION

Dadas sus condiciones de vida y cuida-
do comunal, los insectos sociales son un
blanco conspicuo para patégenos de di-
ferentes clases tales como bacterias, vi-
rus, hongos y protozoarios, hecho que
se pone claramente de manifiesto en el
caso de las abejas meliferas (22).

La enfermedad bacteriana mas severa que
afecta a las larvas de abejas meliferas es
la Loque Americana, causada por la bac-
teria Gram positiva formadora de espo-
ras Paenibacillus larvae subespecie lar-
vae y que da lugar a un progresivo des-
poblamiento de las colonias afectadas
culminando usualmente con la muerte de
la colonia (19).

Esta enfermedad esta distribuida mun-
dialmente, habiéndose detectado casos en
los cinco continentes (1). En el Uruguay
se encuentra ampliamente distribuida, en
particular en el litoral y sur del pais (7).

Las larvas de las obreras, reinas y zanga-
nos se infectan al ingerir alimento conta-
minado con esporas. A los pocos dias
ocurre la infeccidn sistémica, la larva
muere y se degrada por la accion de enzi-
mas proteoliticas bacterianas. Aquellas
larvas menores de 24 hs son las mas sus-
ceptibles a la infeccion y necesitan un
bajo nimero de esporas para infectarse
mientras que larvas mayores se tornan
progresivamente mas resistentes (14). Se
ha propuesto que la resistencia se debe a

la presencia de compuestos inhibidores
del crecimiento bacteriano en el intesti-
no de la larva de mas de 24 hs. (15). Aun-
que las abejas adultas no sufren la enfer-
medad, las esporas pueden permanecer
en el tracto digestivo por mas de dos
meses, favoreciendo su diseminacion.

Por otra parte, también se han descrito y
caracterizado mas de dieciocho virus que
afectan a las abejas, entre ellos el virus
de la Paralisis Cronica (CBPV) y el virus
de la Pardlisis Aguda (ABPV) (10). El
CBPYV fue uno de los primeros virus ais-
lados de las abejas (8). Este es uno de los
pocos virus que causan infecciones sin-
tomaticas, observandose abejas temblo-
rosas, que no vuelan y se arrastran en la
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entrada de la colmena. Se puede multi-
plicar hasta altos niveles de particulas
virales en las abejas y causa pérdidas sig-
nificativas a los apicultores. Las condi-
ciones de deficiencia nutricional y el mal
tiempo asociados a verano e inviernos
severos favorecen los brotes de este vi-
rus (4). Por el contrario, el ABPV es un
agente infeccioso comun en las abejas,
que causa infecciones asintomaticas
(4,9). Se ha postulado que este virus fue
el factor desencadenante en las mortan-
dades de abejas ocurridas en colmenas
afectadas con el acaro Varroa destructor
en Estados Unidos y en diversos paises
de Europa (17,12, 23). La presencia de
ambos virus ha sido reportada en diver-
sos paises alrededor del mundo (4) y re-
cientemente en nuestro laboratorio se
confirmé su presencia en Latinoamérica
(6). Dado que los sintomas producidos
por el CBPV pueden ser asociados a
otras enfermedades de las abejas o a in-
toxicaciones con pesticidas, y que los dos
virus pueden persistir en las poblacio-
nes como infecciones inaparentes o la-
tentes, para confirmar su presencia se
requiere un diagndstico de laboratorio
(26,11).

En los ultimos afios la apicultura ha ex-
perimentado un notable desarrollo en
Uruguay. Sin embargo, la presencia de
patégenos bacterianos como P. . larvae

ABPYV en muestras de abejas se desarro-
116 un método de diagndstico basado en
RT-PCR ya que ambos son virus RNA.

MATERIALES YMETODOS

Muestras de larvas, abejas y miel
parala deteccion de P. L. larvae

Para estos ensayos se emplearon dos
muestras de larvas de Apis mellifera con
sintomas de Loque Americana provenien-
tes de apiarios ubicados en Colonia, dos
muestras de abejas adultas de apiarios
ubicados en Paysand( y nueve muestras
de miel de apiarios localizados en dife-
rentes regiones geograficas de nuestro
pais (cuadro 1).

Cultivode P. . larvae

Para el cultivo bacteriano, los restos lar-
vales se suspendieron en | ml de agua
destilada estéril y se sometieron a shock
térmico a 80° C durante 20 min. Este mé-
todo activa las esporas de P. /. larvae y
elimina otras bacterias no formadoras de
esporas (3). Luego de una agitacion vi-
gorosa la suspension se centrifugd a 650
x g durante 5 min en para eliminar los
restos larvales. El sobrenadante se sem-
bré en placas de agar J: triptona 0,5 %

(Difco), extracto de levadura 1,5 % (Di-
fco), K,H,PO, 0, 2 %, glucosa 0,3 %,
agar 1,5 % (Difco) (20). El medio se su-
plementd con 9 ug/ml de 4cido nalidixico
(Sigma) (J/Nal), para inhibir el crecimien-
to de otros microorganismos pertenecien-
tes a la flora normal de las colmenas (2)
como Paenibacillus alvei que puede in-
vadir las placas impidiendo el desarrollo
de P. I. larvae.

En el caso del cultivo a partir de abejas
adultas, se tomaron grupos de 20 abejas
obreras muertas y se colocaron en una
bolsa estéril para procesamiento en
Stomacher. Se agregaron 10 ml de agua
destilada estéril y se homogeneizo6 en un
Stomacher 80 Lab Blender (Seward) a
velocidad maxima durante 2 min. La
muestra se centrifugd a 500 x g durante
5 min para eliminar restos de abejas y el
sobrenadante se centrifugd a 6000 x g
por 40 min para obtener las esporas. El
pellet se resuspendi6é en 1 ml de agua
destilada estéril, se calenté a 80° C du-
rante 20 min y se sembraron 200 il por
placa de agar J/Nal.

Para el cultivo de P. I. larvae a partir de
miel, se tomaron 20 ml de miel y se agre-
garon 20 ml de agua destilada estéril. La
mezcla se homogeneizd vigorosamente y

Cuadro 1. Fuente y localizaciéon geografica de las cepas de P./.[arvas.

(causante de la Loque Americana) o vi-

rus, en particular de la Paralisis Crénica Nombre Fuente Departamento

(CBPY) ydela Parél_isis Agud§ (ABPV), 26 o p A

potencialmente asociados a episodios de

despoblamiento de colmenas en el pais, 30 miel Tacuarembd

representan graves problemas sanitarios.

Las técnicas de diagndstico molecular 44 miel Durazno

pueden ahorrgr mucho tiempo y d.incro 20 miel Floves

cuando se aplican en gran escala, siendo

una herramienta valiosa para evaluar la 81 miel Florida

presencia de estos patdgenos. .
Sia L 99 miel Lavalleja

El objetivo del presente trabajo fue po-

ner a punto técnicas moleculares para el 14 miel Maldonado

diagnoéstico de los mencionados patoge- : -

nos apicolas. En el caso de P. . larvae 46 miel Treinta y Tres

se desarrolilalhron dos técnicas en base a 75 -y Rio Negro

PCR, amplificando un fragmento de 700

pb correspondiente al gen que codifica A4 abejas Paysandu

para la subunidad 16S del ARN riboso- ) i

mal (ARNr 16S) y otro de 280 pb co- A5 abejas Paysandu

rrespondiente al gen que codifica una OLI - Coloiiia

metaloproteasa dependiente de zinc.

Para detectar la presencia de CBPV y OL4 larvas Colonia
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se centrifugd a 6000 x g durante 45 min
para obtener las esporas. El pellet se re-
suspendio en 1 ml de agua destilada es-
téril, se calent6 durante 20 mina 80 °Cy
se sembraron 200 il por duplicado en agar
J/Nal.

En todos los casos las placas se incuba-
ron a 37 °C en microaerofilia (5-10% de
CO,) durante 2 a 3 dias hasta observar
crecimiento bacteriano.

Una colonia de cada muestra obtenida en
agar J fue seleccionada para la identifica-
cion inicial, mediante analisis macrosco-
pico y microscopico de la colonia y prue-
bas bioquimicas estandar (3).

Extraccion de ADN bacteriano

El ADN molde para las reacciones de
PCR se extrajo a partir los cultivos bac-
terianos obtenidos asi como de los res-
tos larvales directamente, como se deta-
Ila a continuacion.

Para la deteccion de P. I. larvae a partir
de cultivos puros del microorganismo, el
ADN se obtuvo mediante la técnica des-
crita por Govan et al. (18). Esta técnica
consiste en suspender una colonia en 200
ul de agua destilada estéril, calentar la
suspension obtenida a 95° C durante 15
min y centrifugar a 5000 x g durante 5
min para eliminar restos celulares. El
sobrenadante obtenido se utilizd como
molde para PCR.

Para la deteccion directa de P. [. larvae a
partir de restos larvales, se utilizo la téc-
nica descripta por Piccini et al., (24).
Los restos se colocaron en forma indivi-
dual en tubos de microcentrifuga y se
sometieron a tratamiento de microondas
durante 7 minutos a potencia maxima.
Luego, cada larva se suspendi6 en 300 ul
de agua destilada estéril, se agitd vigoro-
samente en vortex durante 3 minutos y
se centrifugd a 825 x g durante 5 minutos
para eliminar restos larvales. Con el fin
de atenuar el posible efecto de inhibido-
res de la reaccidn, el sobrenadante obte-
nido luego de la tltima centrifugacion se
diluyd en forma seriada en agua estéril y
1 pl de cada dilucion se empled como
molde para las reacciones de PCR.

PCR para deteccion de P. L. larvae

Con el fin de detectar la presencia de P. /.
larvae por medio de PCR se disefiaron
dos estrategias de amplificacion génica.

Se emplearon los primers P15 y Pl4, di-
seiados por Piccini et al. (24) para am-
plificar especificamente un fragmento de
700 pb correspondiente al gen que codi-
fica el ARNr 16S de P. I. larvae. La se-
cuencia de los primers se dedujo a partir
de secuencias disponibles en las bases
de datos del National Center for Biote-
chnology Information (NCBI), las que
fueron analizadas para confirmar que no
presentaban homologia con ninguna otra
especie bacteriana (niimero de acceso:
AY030079). Los primers utilizados fue-
ron: PI5: 5'-CGAGCGGACCTTGTG-
TTTC-3" (posiciones 8 a 26), y P14: 5°-
TCAGTTATAGGCCAGAAAGC-3’
(posiciones 992 a 973) (24). Las reac-
ciones se realizaron en un volumen final
de 25 pl conteniendo: 1X buffer de la
enzima, 0.2 mM dNTPs, 3 mM MgCl2,
0.4 uM de cada primer, 1 U de Tag ADN
polimerasa y agua destilada estéril y por
ultimo 1 il del ADN molde. Todos los
productos para PCR fueron obtenidos
de Gibco BRL. El programa empleado
consistio en: 1 mina 95 °C, 30 ciclos de:
1 min a 93 °C, 30 seg a 60 °C, | min a
72 °C y un ciclo final de extension a
72 °C durante S min.

En segundo término, se puso a punto una
reaccion de amplificacion de una region
del gen de la metaloproteasa dependien-
te de Zn, un factor potencial de virulen-
ciade P, I. larvae. Para ello se emplearon
los primers Prot.1 5’-GCAGCAAAT-

CGTATTCAG-3" y Prot.2 5'-GGT-
CCTTTGTAACGATTG-3" disefiados
en base a la secuencia publicada de la
proteasa de P. [. larvae (n° acceso
AF111421), para amplificar un produc-
to de 280 pb. Los reactivos asi como el
programa de ciclado fue similar al des-
cripto previamente para la amplificacion
de gen de ARNr 16S.

Las reacciones se realizaron en un ter-
mociclador Biometra T1 y el tamaiio de
los productos obtenidos se determiné en
geles de agarosa 0.8% (Gibco) tefiidos
con bromuro de etidio 0.5 mg/ml.

En ambos casos se realizaron controles
negativos de la reacciones, sin incluir
ADN en las mismas. Para corroborar la
especificidad del método se utilizo tam-
bién ADN de microorganismos relacio-
nados tanto desde el punto de vista filo-
genético como ecoldgico (cuadro 2).

Muestras de abejas para deteccion
de virus

En estos analisis se emplearon muestras
de abejas Apis mellifera de apiarios loca-
lizados en los departamentos de Soria-
no, Canelones, San José, Maldonado,
Lavalleja y Rivera, que se muestran en
cuadro 3 de la seccion Resultados.

Extraccion de ARN viral

Se seleccionaron al azar 10 abejas de cada
muestra y se homogeneizaron en 10 ml

Cuadro 2. Cepas utilizadas como control.

Cepas Bacterianas

Fuente

Paenibacillus alvei

Colmena (Colonia, Uruguay)

Paenibacillus macerans

Colmena (Colonia, Uruguay)

P. . pulvifaciens (NRRL B-14152)

Dra. A. Alippi (UNLP)

Bacillus brevis

Colmena (Colonia, Uruguay)

Bacillus cereus (BZ904)

B-Z Laboratorio (Uruguay)

Bacillus licheniformis

Colmena (Colonia, Uruguay)

Bacillus megaterium

Colmena (Colonia, Uruguay)

Bacillus subtilis (ATCC 6133)

ATCC (USA)

Corynebacterium propinquum

Colmena (Colonia, Uruguay)
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Cuadro 3. Analisis de la presencia de CBPV y ABPV mediante

RT-PCR
Nombre Departamento CBPV ABPV
V5 San José + -
Vo San José - -
V7 Colonia + =
AL Colonia + +
3L Colonia - =
V9 Colonia - +
V10 Colonia o -
V12 Colonia - +
V13 Colonia + +
Vi4 Colonia =k &
V15 Colonia + +
V16 Colonia i T
V17 Colonia - +
V18 Maldonado + s
V19 Maldonado + +
V20 Maldonado #+ +
V21 Maldonado =t -
va22 Rivera =+ -
V23 Lavalleja - -
V24 Lavalleja i -
V25 Lavalleja = +
V26 Lavalleja + =
V27 Lavalleja + +
V28 Colonia -+ -
V29 San José + +
V30 Rivera + +
V31 Colonia + -
V32 Canelones - -
V33 Canelones - +
V40 Mercedes - -
V46 Maldonado - -
V50 Colonia - -
V52 Maldonado + -
V57 Maldonado - -
V58 Colonia - -
V59 Canelones - G =

de agua destilada estéril. Se realizaron
dos centrifugaciones sucesivas y el so-
brenadante fue utilizado para la extrac-
cion de ARN viral, empleando el kit es-
pecifico para estos fines QIlAamp Viral
RNA Minikit (QIAGEN), de acuerdo a
las condiciones del fabricante. Estos pro-
ductos se emplearon para RT-PCR.

RT-PCR para diagnéstico de CBPY
yABPV

Tanto el virus CBPV como APVB son
virus ARN por lo cual es necesario gene-
rar inicialmente el ADN complementario
a partir del ARN viral para poder llevar
a cabo posteriormente la amplificacion
de los genes seleccionados. Para detectar
el CBPV se utilizaron los primers
CBPVI1 (5'-AGTTGTCATGGTTAA-
CAGGATACGAG-3") y CBPV2 (5'-
TCTAATCTTAGCACGAAAGC-
CGAG-3"), desarrollados por Ribiere et
al. (25) y que amplifican una region del
gen de la RNA polimerasa viral. Para la
deteccion del ABPV se emplearon los
primers ABPV1 (5'-TTATGTGTCCA-
GAGACTGTATCCA-3"') y ABPV2 (5'-
GCTCECTATTGCTCGGTTTTT:
CGGT-3"), disefiados por Benjeddou er
al. (13) y que amplifican una region del
gen de la proteina de la capside. La RT-
PCR fue realizada con el kit One Step
PCR Kit (QIAGEN), de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

Las reacciones de amplificacion se reali-
zaron en un termociclador Biometra Tl
y el tamano de los productos obtenidos
se determiné en geles de agarosa 0.8%
(Gibco) tefiidos con bromuro de etidio
0.5 mg/ml. En ambos casos se realizaron
controles negativos de la reacciones, sin
incluir ARN en las mismas.

Secuenciacion de los productos de
PCRyRT-PCR

Los productos de PCR y RT-PCR se pu-
rificaron a partir de las bandas escindi-
das de los geles de agarosa utilizando el
kit comercial Concert Rapid Gel Extrac-
tion System (Life Technologies), de acuer-
do a las instrucciones del fabricante. La
secuenciacion del ADN se llevo a cabo
en el Centro Técnico de Analisis Genéti-
cos de la Facultad de Ciencias, Universi-
dad de la Republica, utilizando un se-
cuenciador automatico Applied Biosys-
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tems (model 377). La basqueda de simili-
tud de secuencias se realiz6 por medio del
programa BLAST del NCBI.

RESULTADOS

Cultivos puros de P. L. larvae

En todas las muestras de larvas, abejas y
miel analizadas en agar J se obtuvieron
colonias tipicas de P. I. larvae, resultando
ser bacilos Gram positivos, catalasa, Vo-
ges -Proskauer, crecimiento en caldo nu-
tritivo e hidrdlisis de almidon negativas y
fueron capaces de licuar la gelatina, con-
cordando con las caracteristicas descrip-
tas para la bacteria (3). La lista de cepas
obtenidas se muestra en el cuadro 1.

Deteccion de P. I larvae por cultivo
y amplificacion del gen del ARNr
16S

La técnica de PCR para detectar la pre-
senciade P. [. larvae basada en la amplifi-
cacion del gen del ARNr 168 resulto exi-
tosa, ya que se logré amplificar el frag-
mento esperado a partir de cultivos puros
del microorganismo obtenidos de larvas,
abejas y miel de diferentes zonas geogra-
ficas de nuestro pais (figura 1), mientras
que no se obtuvieron productos de ampli-
ficacion en los controles negativos.

La especificidad de la técnica se compro-
bo utilizando ADN extraido de cultivos
puros de microorganismos relacionados,
tanto ecoldgica como filogenéticamente

e

1 2 3 4°5

i s B Y e 9

Figura 1. Identificacion por PCR de Pl.larvae a partir

(cuadro 2), no obteniéndose productos
de amplificacion (datos no mostrados).

extraccion por microondas sin paso pre-
vio de aislamiento. Si bien en este caso
existio inhibicion de la reaccion debida a

6 7 8 910 11 12 13 14

Por otro lado, se logrd la deteccion de
ADN del patégeno directamente de res-
tos larvales, utilizando una técnica de

E
1{-.?,@"‘1’ i M
A

Deteccion de P. I. larvae por
amplificacion del gen de una
metaloproteasa

Los primers que amplifican una re-
gion del gen de la proteasa también
permitieron detectar especificamente
a P [. larvae, ya que lograron amplifi-
car ADN de cultivos puros de este

1 2 3

Carriles:

de cultivos puros obtenidos de miel, abejas y
larvas de diferentes regiones geograficas del
pais, utilizando primers que amplifican una
region del ARNr 16S. La flecha indica el
fragmento de ADN amplificado de 700 pb.
1) marcador 1 Kb (Fermentas), 2) al 14)
aislamientos de diferentes origenes mostrados
en el cuadro 1: 2) 86, 3) 30, 4) 44, 5) 20, 6) 81,
7) 99, 8) 14, 9) 46, 10) 75, 11) A4, 12) AS 13)
OLI, 14) OL4.

Carriles:

algunos componentes presentes en la lar-
va, esta inhibicion se evito al diluir el
ADN extraido (figura 2).

Figura 2. Identificacion por PCR
de Pl.larvae a partir de restos de
larvas muertas por Loque
Americana, utilizando primers que
amplifican una regién del ARNr 16S.
La flecha indica el fragmento de
ADN amplificado de 700 pb.

Carriles: 1) marcador 1 Kb plus
(BioRad), 2) ADN restos de larvas
(OL1) sin diluir, 3) dilucion 10-1
del ADN, 4) dilucién 10-2 del ADN,
S) dilucién 10-3 del ADN.

microorganismo obtenidos de larvas y
miel de diferentes zonas geograficas de
nuestro pais (figura 3). La técnica tam-
bién resultd especifica ya que no se ob-
tuvieron productos de amplificacion al
utilizar ADN de otros microorganismos
relacionados ni en los controles negati-
vos (datos no mostrados).

45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

# il i v ',

Figura 3. Identificacion por PCR de Pl.larvae a partir de

cultivos puros obtenidos de miel,y larvas de
diferentes regiones geograficas del pais,
utilizando primers que amplifican una region de
una proteasa. La flecha indica el fragmento de
ADN amplificado de 280 pb.

1) marcador 1 Kb (Fermentas), 2) al 14)
aislamientos de diferentes origenes mostrados
en el cuadro 1: 2) 86, 3) 30, 4) 44, 5) 20, 6) 81,
7) 99, 8) 14, 9) 46, 10) 75, 11) A4, 12) A5 13)
OLI, 14) OLA4.

Veterinaria, (Montevideo) 41 (161-162) 31-37 (20006)

35



Los productos obtenidos del gen de
ARNr 16S y de la metaloproteasa fue-
ron secuenciados y comparados con la
base de datos del NCBI, obteniéndose
en ambos casos un alto porcentaje de si-
militud (99%) con las secuencias publi-
cadas, confirmando la identificacion.

Deteccion de CPBY y APBYV por
RT-PCR

En la segunda parte de este trabajo, se
amplificd una banda de 450 pb corres-
pondiente al virus CBPV y una banda de
900 pb correspondiente al virus ABPYV,
a partir de muestras de abejas de dife-
rentes regiones geograficas de nuestro
pais (figura 4). No se obtuvieron pro-
ductos de amplificacion en los controles
negativos.

Los productos obtenidos fueron secuen-
ciados y comparados con la base de da-
tos del NCBI. En el caso del CBPV se
obtuvo un 87 % de similitud con otras
secuencias nucleotidicas publicadas de
este virus y un 84 % en el caso de ABPV.
Las secuencias obtenidas fueron deposi-
tadas en la base de datos del NCBI, bajo
los n® de acceso AY 763287 para CBPV y
AY763414 para ABPV (6).

Diez muestras resultaron infectadas con
CBPYV, seis con ABPV, doce muestras re-
sultaron co-infectadas por ambos virus
y s6lo ocho muestras resultaron negati-
vas para ambos. Los resultados se mues-
tran en la figura 4 y el cuadro 3.

DISCUSION

Los métodos moleculares basados en la
amplificacion de genes especificos me-
diante PCR o RT-PCR se han convertido

1 2 3 4 5 6
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en estos Ultimos afios en métodos de diag-
nostico de eleccion para distintos patd-
genos de naturaleza diversa. Estas técni-
cas permiten la deteccion de microorga-
nismos en forma rapida, segura y econd-
mica (21). La adaptacion de estas técni-
cas con el fin de detectar patdgenos de
interés en apicultura puede constituir una
valiosa alternativa para contribuir a la
sanidad en un rubro agropecuario de cre-
ciente expansion en nuestro pais.

En este trabajo se logro la deteccion de P,
l. larvae a partir de cultivos puros de
microorganismos obtenidos de diferen-
tes muestras apicolas (larvas, abejas y
miel) y directamente de larvas infecta-
das mediante PCR. Ademas, la técnica
resulté altamente especifica ya que la
reaccion fue negativa cuando se empled
un conjunto de especies relacionadas tan-
to desde un punto de vista taxondmico
como ecoldgico, incluyendo la subespe-
cie P. I. pulvifaciens.

La deteccién directa por PCR emplean-
do muestras naturales presenta compli-
caciones frecuentes ya que los materia-
les bioldgicos contienen una variedad de
compuestos que pueden inhibir la accion
de la ADN polimerasa (27). En el pre-
sente trabajo la deteccion directa a partir
de larvas con Loque Americana confirmé
la presencia de inhibidores de PCR en
las mismas, lo que pudo ser sobrelleva-
do mediante una estrategia sencilla de di-
lucion.

Es importante destacar que recientemen-
te se puso a punto una técnica que per-
mite la deteccion de esporas de P. /.
larvae directamente a partir de muestras
de abejas o miel, que utiliza el mismo
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par de primers que amplifican la region
de 700 pb del gen del ARNr 16S (16). La
técnica incluye un paso inicial de desna-
turalizacion quimica de la cubierta pro-
teica de las esporas, disrupcion enzima-
tica de las mismas y precipitacion del
ADN con etanol. La deteccion directa a
partir de larvas, abejas y miel sin la ne-
cesidad de un paso previo de cultivo
permitird disminuir los tiempos y los
costos del diagnéstico.

Otra de las técnicas de diagnostico mole-
cular presentadas en este trabajo, la RT-
PCR, permitié detectar la presencia de
los virus ABPV y CBPV en muestras de
abejas. A partir de este estudio incluso
se determiné la coinfeccion de colonias
por ABPV y CBPV. Estos resultados
muestran la utilidad de la técnica para la
confirmacion e identificacion de la pre-
sencia de virus en muestras de abejas, lo
que no se podria lograr Ginicamente me-
diante la observacion de la sintomatolo-
gia de campo.

La posible asociaciéon de éstos y otros
virus patégenos con recientes y periodi-
cos episodios de despoblacion de col-
menas en distintas zonas del pais se en-
cuentra actualmente en estudio. Este fe-
ndémeno, denominado por algunos auto-
res como “sindrome de despoblacion de
colmenas” puede estar vinculado con di-
versas causas y su incidencia se ha visto
incrementada en el mundo entero en los
ultimos afos.

Recientemente hemos desarrollado varia-
ciones de esta técnica con el fin de detec-
tar la posible presencia de otros virus
patégenos de interés en apicultura como
virus de la celda negra, virus de la cria en-
sacada y virus de las alas deformadas (5).

Figura 4. Identificacion por RT-PCR de ABPV y CBPV, utilizando primers especificos para la deteccion de estos
virus. La flecha superior e inferior indican las bandas de 900 y 455 pb correspondientes al ABPV y al
CBPYV respectivamente.
Carriles: 1) marcador, 1 Kb (Fermentas), de 2) al 11) deteccion de ABPV: 2) VS5, 3) V7,4) V10, 5) V21, 6) V25, 7)
V32, 8) V33, 9) V46, 10) V59, 11) V58, 12) al 21) deteccién de CBPV: 12) V5, 13) V7, 14) V10, 15)V21,
16 V25, 17) V32, 18)V33, 19) V46, 20) V59, 21) VS58.
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CONCLUSIONES

Las técnicas de diagnostico molecular
(PCR y RT-PCR) empleadas en este tra-
bajo con el fin de diagnosticar diferentes
patogenos de interés en apicultura resul-
taron ampliamente satisfactorias para el
diagnéstico de . /. larvae empleando dis-
tintas aproximaciones y de los virus cau-

santes de las paralisis crénica y aguda
(CBPV y ABPV respectivamente).
Estos métodos presentan un gran poten-
cial tanto para la evaluacion sanitaria co-
tidiana de las colmenas como para la ge-
neracion de informacion que pueda sen-
tar bases para el disefio de programas de
control de patégenos y sanidad apicola
en general.
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