CAPITULO 3.2.5.

INFESTACION POR AETHINA TUMIDA
(ESCARABAJO DE LAS COLMENAS)

RESUMEN

Descripcion e importancia de la enfermedad: El pequefio escarabajo de las colmenas, Aethina
tumida (Murray 1867) (orden Coleoptera: familia Nitidulidae), es un parasito depredador de las
abejas meliferas. Los adultos y las larvas del pequefio escarabajo de las colmenas se alimentan de
las crias de las abejas meliferas y de la miel y el polen. Al alimentarse en reservas de alimento, la
miel restante fermenta y el panal se destruye. Los escarabajos pueden causar el hundimiento
estructural del nido y hacer que las abejas meliferas adultas se dispersen procedentes de colonias
gravemente infestadas. El alcance de los dafios causados por estos escarabajos de las
condiciones climaticas, de la fuerza de la colonia y de otras condiciones. Los pequefios
escarabajos de la colmena tienden a ser méas problematicos en zonas con temperaturas calidas y
humedades altas. El pequefio escarabajo de la colmena constituye un serio problema para las
salas de extraccion de miel donde los panales, la miel y los opérculos de cera guardados se
convierten en posibles lugares de alimentacion y de cria. El paso del escarabajo de huevo a adulto
requiere entre 3 y 12 semanas, dependiendo de la humedad, la temperatura y la disponibilidad de
alimento. Los escarabajos voladores adultos infestan de forma activa las colonias de abejas
meliferas de cualquier concentracion y tamarfio.

Identificacion del agente: La infestacion por el pequefio escarabajo de las colmenas puede
reconocerse de forma indirecta, por los dafios infligidos a la colonia entera relacionados con el
escarabajo, o de forma directa en los huevos, las larvas y los adultos. Se puede realizar un
diagndstico precoz tras abrir la colonia y encontrar escarabajos adultos bajo la tapa de la colonia,
en la tabla que sirve de fondo a la colmena o escondidos en los panales (sobre todo en panales
periféricos). El diagndstico definitivo de laboratorio se logra a partir de un examen morfolégico bajo
estereomicroscopio. La prueba de confirmacion es una reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real.

Pruebas seroldgicas: No existen pruebas seroldgicas aplicables.

Requisitos para las vacunas: No se dispone de vacunas.

A. INTRODUCCION

El pequefio escarabajo de las colmenas (a partir de ahora denominado “escarabajo”), Aethina tumida, del orden
Coleoptera: familia Nitidulidae (Murray 1867), es oriundo del Africa subsahariana (Hepburn & Radloff, 1998) pero
se ha hallado en los Estados Unidos de América (1996). Desde entonces, se ha propagado a Canada y a varios
paises de Sudamérica y de Centroamérica. Se ha hallado Aethina tumida en Australia, Egipto, Italia, Corea y las
Filipinas (Interfaz WAHIS de la OIE, fecha de acceso: 20/06/2017; Lee et al., 2017).

1. Ciclo biolégico

Los adultos infestantes del escarabajo se aparean en la colonia y los escarabajos hembra ponen varios huevos
agrupados de forma tipica en las pequefias grietas, o dentro de las crias operculadas (Cuthbertson et al., 2013;
Ellis, 2005; Lundie, 1940). Dentro de una colonia, en determinadas situaciones, pueden aparecer mas de
1.000 escarabajos adultos (Elzen et al., 1999). Los escarabajos adultos pueden sobrevivir hasta 12 meses (los
registros indican hasta 16 meses en los laboratorios; Somerville, 2003), pero las hembras mueren rapidamente
ras la oviposicion diaria (Neumann et al., 2016) y las hembras pueden poner unos 1.000 huevos a lo largo de su
vida (Lundie, 1940), aunque Hood (2004) sugiri6 que el limite maximo podria ser de 2.000 huevos. El éxito de la
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eclosion de los huevos es proporcional al grado de humedad relativa, y eclosionan menos huevos con
humedades relativas inferiores al 50%. Las larvas emergen de los huevos tras 1-6 dias (la mayoria en un plazo
maximo de 3 dias) y se alimentan de polen, miel y crias de abeja (Lundie, 1940; Schmolke, 1974). Los
escarabajos adultos pueden ser alimentados por las abejas obreras por trofalaxia, sobre todo mientras estan
confinados en “prisiones” vigiladas por las abejas (Ellis, 2005). El crecimiento de las larvas suele durar unas
2 semanas (8-29 dias dependiendo de la disponibilidad de alimento y de la temperatura; de Guzman & Frake,
2007; Ellis et al., 2002b Lundie, 1940; Schmolke, 1974). A continuacion, las larvas alcanzan la fase
deambulatoria y abandonan la colonia para convertirse en pupa en el suelo de las proximidades de la colonia
(Lundie, 1940). La conversion en pupa dura unas 2 a 12 semanas, dependiendo de la temperatura y la humedad
del suelo (Ellis et al., 2004). Al entrar en la fase adulta, abandonan el suelo y pueden volar a en busca de nuevas
colonias hospedadoras, completandose de esta forma su ciclo biolégico. En condiciones de laboratorio, el
escarabajo puede sobrevivir y reproducirse en fruta muy madura o podrida Buchholz et al., 2008).

2. Repercusiones de la plaga

El escarabajo casi nunca supone un problema grave en el Africa subsahariana. Se desconocen ain las razones
de que el impacto que ocasiona sea distinto en colonias de su ambito nativo originario y en las de los nuevos
ambitos en los que actda (Ellis & Hepburn, 2006). Entre ellas, cabe mencionar las diferencias cuantitativas entre
el comportamiento de las subespecies de la abeja melifera africana y el de las subespecies de la abeja melifera
europea, asi como las diferencias entre las diferentes técnicas de apicultura utilizadas, las diferencias climéticas
y/o la evitacion de enemigos naturales, entre otras posibles hipétesis (Hood, 2004; Neumann & Elzen, 2004).

Mientras que el dafio producido a las colonias de abejas por escarabajos adultos es relativamente escaso, estos
mismos adultos pueden causar la dispersion de las colonias (es decir, que las abejas adultas abandonen
completamente el nido, Ellis et al., 2003). Si estas no lo impiden, la conducta alimentaria de las larvas, que a
menudo va asociada a la fermentacion de la miel almacenada, causa un grave dafio a los panales y, a menudo,
desemboca en el colapso total de la estructura del nido (Lundie, 1940). Las pérdidas econdmicas también se
pueden asociar a la infestacion por escarabajos en la sala de extraccion de miel. Las condiciones ambientales
generalmente asociadas a las salas de extraccién, como temperaturas y humedades altas, proporcionan unas
condiciones 6ptimas para el desarrollo de los escarabajos. La reproduccion oculta y de bajo nivel también puede
realizarse en los despojos o debajo de los cuadros de la colmena sin que se observen signos del dafio causado a
la colonia (Spiewok & Neumann, 2006).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagnéstico de Infestacion por Aethina tumida y su propésito

Proposito
Demostrar nci .
3 Demostrar emostrar ausencia . . Determinar el
Método ; de infeccion en Contribuir ' Determinar la : L
ausencia de LR Confirmar : estado inmunitario
infestacion anales individuales o alas casos prevalencia de en animales o
en el nido de las oliticas de P la infestacion — ;
enla ) politicas c clinicos e - poblaciones tras la
i abejas antes de los | erradicacion vigilancia i
poblacién . vacunacion
desplazamientos
Identificacion del agente
+++
Morfologia +++ +++ +++ (adultos) +++ n/a
+ (larvas)
. PCR en ++ ++ ++ ++ + n/a
tiempo real

Clave: +++ = método recomendado, validado para este propdsito; ++ = método idéneo pero que puede precisar una posterior
validacion; + = puede utilizarse en algunas situaciones, pero el coste, la fiabilidad y otros factores limitan mucho su aplicacion;
— = no adecuado para este prop6sito; n/a = no aplicable.

PCR = reaccion en cadena de la polimerasa
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1.

Deteccion a nivel de campo

1.1.

1.2.

Escarabajos adultos

El primer signo de la infestacion por el escarabajo es la presencia de escarabajos adultos (Figura 8).
Los escarabajos adultos miden unos ~5 mm de largo por ~3 mm de ancho, y las hembras son
ligeramente mas largas que los machos (Ellis et al., 2001). Los adultos son de un color entre marrén
oscuro y negro (mas claro después de la eclosion). Durante las inspecciones, los escarabajos adultos
huyen de la luz, se esconden, y se pueden ver corriendo para ponerse a cubierto en las esquinas o, de
forma similar, sobre los panales. Los adultos pueden confundirse con escarabajos nitidilidos, que
también pueden asociarse a las colonias (para mas detalles, consultese el apartado 2.2.3; Ellis et al.,
2008, Marini et al., 2013 y Neumann & Ritter, 2004).

Huevos, larvas y pupas del escarabajo

Fig. 1. Huevos del escarabajo. Fotografia de Josephine Ratikan, Universidad de Florida.

Los huevos del escarabajo (Figura 2) son blancos y miden unos 1,4 x 0,26 mm (longitud por anchura),
2/3 del tamafio de un huevo de abeja melifera, y son depositados en grupos en la tabla que sirve de
fondo a la colmena, en los panales y debajo de los opérculos de las celdillas de la progenie. Las larvas
(Figura 3) son de color blanquecino, pueden medir hasta 1 cm (fase deambulatoria), y tienen tres
pares de patas y espiculas dorsales. Las larvas pueden encontrarse minando los panales de cera
(Lundie, 1940) o en las deyecciones de la colonia (Spiewok & Neumann, 2006). Las infestaciones
larvarias se asocian con un olor a podrido debido a la muerte de la progenie de abejas meliferas y/o a
la fermentacion de la miel almacenada. Al deambular, las larvas suelen dejar rastros de una sustancia
viscosa (o “limo”) dentro y fuera de la colonia (Figura 4). Una vez en el suelo, las larvas excavan
pequefias camaras de poblacion (Figura 5) ubicadas a 1-20 cm de profundidad en el suelo (Pettis &
Shimanuki, 2000), se convierten en pupas (Figura 6, blanquecinas a marrén oscuro en funcién de la
edad, de unos 5 mm de largo y 3 mm de ancho) y después en adultos. La mayoria de larvas excavan
tuneles hacia el interior del suelo que se encuentran a menos de 180 cm de la colonia (Pettis &
Shimanuki, 2000).

Fig. 2. Vista dorsal (izda.) y ventral (dcha.) de una larva  Fig. 3. Darios al panal atribuidos a los habitos de
de escarabajo. Fotografias de Josephine Ratikan, alimentacion/ reptacion de las larvas del escarabajo.
Universidad de Florida. Obsérvese el “limo” sobre el marco (es decir, el panal de

cera tiene un aspecto “himedo” y “brillante”). Ello se debe
a la fermentacion de la miel, que las larvas reptantes
distribuyen alrededor del panal. Pueden verse larvas de
escarabajo en celdillas en el centro del panal, donde
originalmente estaba la progenie. Fondo fotografico de la
Universidad de Georgia.
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Fig. 4. Larva del escarabajo que ha excavado un tinel  Fig. 5. Pupa del escarabajo (vista ventral). Fotografia de
hacia el interior del suelo y que ha creado una camara  Lyle Buss, Universidad de Florida

en cuyo interior se convierte en pupa. Fondo

fotogréfico de la Universidad de Georgia

1.3

Es dificil encontrar huevos del escarabajo en una colonia, sobre todo cuando los niveles de infestacion
son bajos. No obstante, puede buscarse en las grietas/fisuras de alrededor del nido o en los opérculos
de las celdillas de la progenie, lo cual posiblemente indique que el escarabajo hembra ha pinchado el
opérculo y ha puesto huevos en el interior de la celdilla. Pueden hallarse pupas del escarabajo
tamizando suelo de alrededor de la colonia y buscando las camaras de las pupas o las pupas en si.

Inspeccién visual de las colonias

Al realizar un seguimiento de las colonias de abejas meliferas para comprobar si hay escarabajo de
las colmenas, un examen de la colmena puede proporcionar una primera pista de la infestacion. En los
paises que siguen libres de A. tumida, se recomienda realizar un seguimiento de los colmenares
centinela en zonas de riesgo de introduccidn, con el fin de detectar una posible infestacion a tiempo
para erradicarla (Chauzat et al., 2016). Ademas, si la intencién es erradicar A. tumida, las colonias
centinela deben colocarse en la ubicacién de los colmenares infestados que se han desinfectado
previamente. Dichas colonias centinelas actian como cebo para atraer escarabajos que vuelan
libremente y deben colocarse inmediatamente después de que se destruyan todas las colonias, ya que
los escarabajos adultos que permanecen fuera de las colonias podrian sobrevivir a la erradicacion y
diseminarse a otros hospedadores cercanos.

Es importante adaptar el método de inspeccion visual para limitar la propagacion esperada de
A. tumida, ya que la manipulacion de colonias puede inducir desorden y robo (las abejas roban miel de
otras colonias), y escarabajos adultos de colmena ocasionalmente pueden abandonar las colonias
durante la manipulacion. Los métodos de inspeccién visual actualmente utilizados en &reas infestadas
son mas factibles en el campo y faciles de realizar para cualquier persona entrenada para manipular
una colmena (EFSA, 2015; Neumann et al., 2016). La manipulaciéon de colonias requiere una cierta
formacioén y conocimiento de la biologia y morfologia del pequefio escarabajo de las colmenas, para
asi poder inspeccionar correctamente las colonias de campo y detectar y reconocer rapidamente el
dafo causado por los distintos estadios de A. tumida. Una inspeccion de colonias comienza justo en la
entrada de la colmena y se basa en un examen rapido pero meticuloso de la tapa, la cubierta interior,
los marcos y la tabla inferior. Las siguientes recomendaciones se han extraido del dictamen cientifico
de la EFSA (EFSA, 2015).

1.3.1. Método de inspeccion de la colonia (EFSA, 2015)
i) Se retira la tapa y se comprueba la presencia de escarabajos adultos huyendo.

ii)  Se retira la cubierta interna y se revisan ambos lados. Se comprueba también si en la
parte superior de los marcos hay adultos corriendo.

iii)  Se retiran los marcos de la colmena uno por uno. Cada lado del marco debe observarse
rapidamente para comprobar si hay escarabajos adultos, larvas, huevos y dafios. El
primer cuadro puede dejarse fuera del alza de la colmena para facilitar el manejo de los
otros marcos. Los marcos posteriores deben volver a colocarse en alza (la parte de la
colmena donde las abejas almacenan miel) para evitar robo en el colmenar durante el
examen.

iv) Los escarabajos se pueden esconder dentro de las células de los panales. También es
importante examinar la tapa, el tablero inferior, las caras laterales, las esquinas, los
intersticios de la colmena y los componentes de la colmena.

Manual Terrestre de la OIE 2018



Capitulo 3.2.5. — Infestacion por el escarabajo de las colmenas (Aethina tumida)

Si el robo es improbable, se puede examinar el alza colocandolo en la tapa invertida de la colmena en
un lugar soleado. Los adultos escaparan de la luz del sol y se retiraran a la tapa. Después de
aproximadamente 10 minutos, la presencia de escarabajos adultos en la tapa se puede controlar
levantando el alza (Zawislak, 2014). Si existe riesgo de robo, el alza debe inspeccionarse de la misma
manera que el cuerpo de la colmena, es decir, peine con peine, reemplazando cada cuadro en la caja
después de su examen. Durante el examen del cuerpo, el alza se puede colocar en una tapa invertida,
de modo que no puedan escapar las abejas ni los escarabajos (Spiewok et al., 2007).

Para mejorar la sensibilidad de la inspeccion visual, primero se puede quitar la colmena de su posicién
original, luego abrirla, y reemplazarla por una colmena vacia (Neumann & Hoffmann, 2008; Spiewok et
al., 2007). Luego se quita cada marco y se examinan los escarabajos por primera vez. Las abejas se
sacuden en una caja vacia y el peine se inspecciona por segunda vez para comprobar si hay
escarabajos, esta vez en ausencia de abejas, antes de ser colocado en la nueva colmena. Una vez
que se han examinado todos los marcos, se inspeccionan la caja original y el tablero inferior. Sin
embargo, este método requiere mas tiempo y requiere un equipo adicional de apicultura y, por lo tanto,
no es adecuado para el control rutinario de infestacién por escarabajos en las colmenas en grandes
colmenares. Sin embargo, se recomienda que la certificacion de salud demuestre la ausencia de
infestacion por Aethina tumida en una colonia.

Existe un método, originalmente descrito en Canad4, en el que se utiliza un cubo blanco de 12 litros
equipado con una malla de alambre (aproximadamente 6 mm de perforacion) instalada a media
profundidad del cubo. El fondo del cubo esta cubierto con una capa delgada de aceite vegetal. Los
marcos se sacuden dentro del cubo y las abejas quedan retenidas sin sufrir dafios en la malla de
alambre, mientras que los escarabajos caen en el aceite vegetal. Los datos de campo sugieren que
este método es mas sensible que la simple inspeccion visual cuando el nivel de infestacion es bajol.

Otro método para el examen de colonias se describe a continuacion y puede usarse para buscar
escarabajos adultos y larvas si las infestaciones por larvas son de moderadas a altas (Ellis et al.,
2002a, Ellis y Delaplane, 2006), pero no debe usarse si se planifica la erradicacion, ya que podria
aumentar el nimero de escarabajos que vuelan libremente.

Fig. 6. Inspeccion de una colonia en busca de adultos del escarabajo. El inspector de la derecha agito las abejas

sobre un trozo de madera contrachapada. A continuacién, golpeé ambas caras del marco del panal sobre la madera

(desprendiendo los escarabajos de las celdillas). El inspector de la izquierda esta agitando las abejas adultas y

empleando un aspirador de boquilla para recoger los escarabajos.
Fotografia de Delaplane, Universidad de Georgia.

Notas:

i) Es mejor que este procedimiento lo lleven a cabo dos personas, una para trabajar la
colonia y la segunda para recoger los escarabajos si se desea una cuantificacion. Si
Unicamente se desea una deteccién de los escarabajos, bastara con una persona.

i)  Es inevitable que algunos escarabajos vuelen alejandose o escondiéndose. Se considera
que escapan pocos escarabajos (<5%).

iii) Es mejor utilizar este procedimiento para la cualificacion de escarabajos adultos. No
obstante, asi también pueden encontrarse larvas de escarabajos.

1

http://www.omafra.gov.on.ca/english/food/inspection/bees/2011-shb-report.htm

Manual Terrestre de la OIE 2018 5


http://www.omafra.gov.on.ca/english/food/inspection/bees/2011-shb-report.htm

Capitulo 3.2.5. — Infestacion por el escarabajo de las colmenas (Aethina tumida)

1.4

a) Se coloca una hoja de plastico opaco (~2 x 2 m, preferiblemente blanca o de un
color claro) o contrachapado delante de la colonia en la que se desee comprobar si
hay escarabajos.

b) Se aplica humo ligeramente a la colonia.

c) Se retira la tapa de la colonia y se golpea la tapa sobre el contrachapado. Esto debe
realizarse para desprender todas las abejas y escarabajos adultos adheridos a la
tapa.

d) Una segunda persona (quien recoge los escarabajos) debera pasar la mano o un
palo pequefio por las abejas y recoger todos los escarabajos adultos observados,
mediante un aspirador. Todas las abejas que queden sobre el contrachapado
deberan inspeccionarse, puesto que grupos de abejas pueden ocultar facilmente
algunos escarabajos (Figura 7).

e) Se retira el exterior del alza superior que contiene las abejas y se agitan las abejas
para que caigan del marco al contrachapado.

f) La persona que recoja los escarabajos debera repetir el paso iv.

g) Una vez las abejas hayan sido agitadas para desprenderlas del marco, debe darse
la vuelta al marco y golpearlo contra el contrachapado para desprender los
escarabajos adultos del panal. Este paso debera repetirse dos a tres veces para
ambas caras del marco.

h) La persona que recoja los escarabajos debera repetir el paso iv.

i) La persona que trabaje en la colonia debera repetir el paso vii para todos los marcos
del alza superior y a continuacion golpear el alza vacia sobre el contrachapado. Este
paso debera repetirse para todas las alzas, todos los marcos y la tabla que sirve de
fondo a la colmena.

Los dos ultimos métodos de inspeccién de las colonias que se han descrito son lentos y comportan un
gran riesgo de induccién desorden y de robo en el colmenar (EFSA, 2015).

Examen de las colonias mediante trampas

El uso de trampas para la deteccidon de pequefios escarabajos se describe en las Directrices para la
vigilancia de la infestacion del escarabajo de la colmena (Aethina tumida) (version actualizada: abril de
2016) desarrolladas por el laboratorio de referencia de la Unidon Europea para la salud de las abejas
(Chauzat, 2016).

El principio de la mayoria de las trampas para escarabajos de las colmenas es ofrecer refugio contra
la agresion de las abejas al proporcionar un lugar de paso que sea lo suficientemente grande para los
escarabajos pero demasiado pequefio para que entren las abejas. En su intento de alejarse de las
abejas que los persiguen, los adultos de A. tumida entraran en la trampa, en la que se pueden usar
medicamentos veterinarios o aceite como agentes necesarios para matarlos. A veces, este principio
se combina con el uso de cebo, que puede aumentar la eficacia de la trampa. La posicién de la trampa
dentro de la colmena es importante y debe ajustarse al tipo de colmena y a las condiciones climaticas,
ya que los escarabajos pueden esconderse en las tablas inferiores o en la periferia de la colonia si las
condiciones climéticas son calidas, pero tienden a permanecer dentro de la agrupacion de abejas
cuando las temperaturas son bajas. Por lo tanto, existen trampas para todas las posiciones dentro de
la colmena y todas ellas deben controlarse regularmente durante las visitas de los apicultores.

Las trampas que se colocan entre las barras superiores del marco consisten en contenedores
pequefios que estan cubiertos por una rejilla. Este tipo de trampas suelen llenarse con aceite vegetal
(la tierra de diatomeas se probd con éxito en laboratorio, Cribb et al., 2013) y se demostré que eran
efectivas en las condiciones de América del Norte (Bernier et al., 2015). La trampa se coloca entre las
barras superiores de dos marcos, cerca del nido de cria o de las agrupaciones de abejas en invierno.
Al visitar la colonia, se examinan las trampas para comprobar si hay escarabajos. Si el contenedor es
transparente, esta observacion es facil y directa. Utilizando este tipo de trampas se comprobé que las
abejas podrian sellar las aberturas con propdleos, reduciendo asi su eficacia (Bernier et al., 2015).
También se debe tener cuidado de evitar posibles derrames de aceite.

En las estaciones cdlidas, las trampas colocadas en los tableros inferiores o en los tableros inferiores
modificados podrian usarse para la deteccion de escarabajos de la colmena adultos. Los tableros
inferiores modificados generalmente consisten en una bandeja llena de aceite que se coloca debajo de
una rejilla o una malla. Si la bandeja cubre toda la parte inferior, la colmena debe estar nivelada, pero
algunas de estas trampas cubren solo ciertas partes de la tabla inferior. Aunque estas trampas
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funcionan bien, requieren una modificacion de la colmena y, por lo tanto, son principalmente factibles
para la apicultura estacionaria.

Se han inventado muchas trampas para usar en el tablero inferior. Un ejemplo sin agente que actle
como cebo y resulte letal es una tira de plastico corrugado de 4 mm (Figura 7). Se ha comprobado que
es efectivo en pruebas de campo en Australia y EE. UU. El plastico corrugado se ajusta al
comportamiento tigmotactico de A. tumida ya que consiste en ranuras cuadradas, lo suficientemente
grandes para que entre el escarabajo, pero demasiado pequefias para que entren las abejas
(aproximadamente 4 x 4 mm). La colmena no tiene por qué abrirse, ya que las trampas se colocan en
su interior a través de la entrada. Es importante colocar adecuadamente la trampa en contacto con el
suelo sélido de la colmena. Si no, los escarabajos pueden buscar refugio en el espacio ubicado entre
la trampa y el suelo. Para un uso optimo, las trampas deben dejarse en las colmenas durante un
minimo de 48 horas antes de la revision. La trampa debe estar hecha preferiblemente de un material
transparente para que los escarabajos puedan detectarse rapidamente (Schaefer et al., 2008). Otras
trampas del tablero inferior ponen al escarabajo en contacto con agentes letales que se introducen en
las propias trampas. Los productos quimicos pueden tener una alta eficacia, pero siempre existe el
riesgo de que se formen cepas resistentes, que en la miel se acumulen residuos u otros productos de
la colmena o que se propaguen productos quimicos a las abejas produciendo efectos secundarios
adversos. Una alternativa al uso de productos quimicos es la tierra de diatomeas o las trampas que
solo usan pelicula adhesiva.

Una forma biomecénica de atrapar el escarabajo de las colmenas dentro de la colmena es la
colocacion de papel de cocina o material similar en la parte superior de los marcos. Las abejas trituran
este material en fibras en las cuales los escarabajos se enredan. Este método de control es muy
simple de usar y econdmico y tiene la ventaja de funcionar sin ninguna sustancia letal, pero las fibras
también pueden terminar en la miel.

Fig. 7. Plancha de plastico utilizada para detectar adultos del escarabajo. La plancha de plastico contiene pequefios
agujeros (izda.) en los cuales se esconden escarabajos adultos cuando se inserta sobre la tabla que sirve de fondo a
la colmena, por la entrada a la colonia (dcha.). La plancha debe emplearse junto con una tabla de fondo
convencional sin agujeros y no con una tabla de fondo agujereado. Fotografias de James Ellis (izda.) y Stephanie
Kimball (dcha.), Universidad de Florida.

En areas poco infestadas, se recomienda especialmente realizar siempre una combinacion de
inspecciones visuales y trampas para aumentar la sensibilidad de la deteccion. Dependiendo de las
condiciones estacionales, se puede decidir usar observacion visual o trampas, pero, siempre que sea
posible, combinarlas es lo mejor. En colmenares donde las inspecciones se realizan con frecuencia
(colmenares centinelas), se pueden usar trampas de vigilancia. Para las inspecciones individuales, las
inspecciones visuales pueden ser mejores debido a la mayor sensibilidad de deteccién y para evitar
una visita de regreso para verificar la trampa.

Para una descripcion mas detallada de las diferentes trampas, consulte EFSA, 2015 y Neumann et al.,
2016.

2. Identificacion en el laboratorio

Para poder implementar medidas y evitar la propagacién a territorios no infestados resulta fundamental lograr un
diagnéstico rapido y fiable. Las muestras de campo sospechosas deben enviarse a laboratorios oficiales para que
se confirme la identificacion de A. tumida. La identificacion morfoldgica es rapida y barata, puesto que no requiere
equipo sofisticado. El resultado se puede confirmar mediante métodos moleculares (reaccion en cadena de la
polimerasa [PCR]) y es especialmente Util para la identificacion de larvas o cuando las muestras estan dafiadas.
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Capitulo 3.2.5. — Infestacion por el escarabajo de las colmenas (Aethina tumida)

2.1. Precauciones especiales que debe aplicar la persona que manipule las muestras

2.2

Las muestras para la identificacion se obtienen del interior de las colmenas de abejas meliferas o de
sus inmediaciones (por ejemplo, en colonias, equipo de apicultura o jaulas para reinas).

Los ejemplares sospechosos deben matarse antes de ser enviadas al laboratorio, por ejemplo, con
etanol al 70%. No debe emplearse etanol desnaturalizado si van a utilizarse métodos moleculares,
debido a la posible inhibicién de la PCR. Como alternativa, las muestras se pueden conservar durante
una noche a —20°C para matar los ejemplares.

A la llegada al laboratorio, los paquetes deben abrirse en condiciones de contencidon. Si a la llegada
los ejemplares estan vivos, para poder trabajar con los mismos deberan someterse a —80°C durante
aproximadamente una hora. Este procedimiento inmoviliza las muestras, que a continuacion se
pueden conservar en etanol al 70%.

Identificacién morfolégica de adultos y larvas

El método analitico tiene por finalidad identificar A. tumida examinando el aspecto externo de las
muestras de adultos y/o larvas en el laboratorio. Consiste en un examen visual de las muestras
durante el cual se registran unas caracteristicas morfol6gicas concretas necesarias para diferenciar A.
tumida de otros escarabajos nitidulidos y de larvas de lepiddpteros que suelen hallarse en las colonias
de abejas meliferas, en las jaulas para reinas y en el equipo de apicultura.

2.2.1. Equipo y reactivos

Para la identificacion morfolégica de A. tumida se precisa material de entomologia clasica,
como un estereomicroscopio (0 una lupa), pinzas de entomologia, discos de evaporacion (de
vidrio, plastico o porcelana) o placas de Petri, tubos con tapdn para la conservacion de
muestras y etanol al 70% (etanol no desnaturalizado).

2.2.2. Procedimiento analitico

Debe realizarse una observacién general de las muestras situandolas en un disco y
comprobando si hay una o varias especies (con una lupa o un estereomicroscopio, segln sea
necesario). Si solo hay una, las muestras se pueden seguir procesando. Si hay varias
especies, deben tomarse ejemplares de cada una de ellas para identificarlas. Siempre que sea
posible, para el andlisis deben escogerse ejemplares no dafiados con la ayuda de pinzas de
entomologia.

Debe llevarse a cabo un examen microscopico a distintos aumentos para visualizar los criterios
de identificacion basicos (véase el apartado 2.2.3, abajo). Debe anotarse el tamafio de los
ejemplares. Las muestras se pueden comparar con ejemplares de referencia si se dispone de
ellos. Tras el examen, los escarabajos deben conservarse en etanol al 70%.

2.2.3. Normas para la identificacién de Aethina tumida

Debe distinguirse A. tumida de otros escarabajos que no formen plagas y que pueden hallarse
en las colmenas de las abejas meliferas, como Cychramus luteus, que se encuentra en Europa
y que se alimenta basicamente de polen (Neumann & Ritter, 2004), Carpophilus lugubris, que
se encuentra en colmenas de lItalia (Marini et al., 2013), o Glischrochilus fasciatus, Lobiopa
insularis, Carpophilus dimidiatus y Epuraea corticina que se encuentran en colmenas de
Estados Unidos (Ellis et al., 2008).

Las larvas de A. tumida también pueden confundirse con larvas de Achroia grisella o de
Galleria mellonella. Estos lepidopteros en general se hallan en colonias y en el equipo de
apicultura.

2.2.3.1. Los adultos

La identificacién de A. tumida se basa en los siguientes criterios morfolégicos: (Figuras 8 y 9)

El cuerpo se divide en tres partes: cabeza, térax y abdomen

Tres pares de patas

Presencia de elitros

Dimensiones: longitud: 5-7 mm; anchura: 3-4,5 mm (aproximadamente)

Color: marrén rojizo tras la eclosion, y se vuelven marrén oscuro a negro al hacerse
adultos

agrwdPE
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Presencia de una franja mas clara alrededor de térax y abdomen (criterio opcional)
Nota: El color puede variar segun las condiciones ambientales y el estado de
conservacion de las muestras

Antenas en forma de porra

Angulos del pronoto postero-laterales afilados

Los elitros no cubren todo el abdomen

Cuerpo marrén oscuro a negro
Franja mas clara alrededor de
térax y abdomen

®)

6.
7.
8.

@

Cabeza

Térax

Tres pares de pata

@

Abdomen

', } <+ Elitros = alas anteriores
endurecidas

(©)

5-7 mm aproximadamente (4)

<

Vista dorsal Vista ventral

Fig. 8. El escarabajo Aethina tumida.
Fotografias de Lyle Buss (izda.) y Josephine Ratikan (dcha.),
Universidad de Florida

Antenas en forma de porra, ——p
con segmentos compactos

(6)

Pronoto
(lado dorsal

del protérax) Puntas lateroposteriores del

pronoto afiladas

@)

Posicion de
defensa:

A. tumida retrae
los apéndices
bajo el cuerpo,
sin dejar nada
extendido a lo
que pudieran
agarrarse las

Abdomen parcialmente
cubierto por elitros: apex
visible (extremo posterior del\’ -

abdomen) (8) abejas.
" . . Fotografia de Anses
Fotografia de Josephine Ratikan, ; N
Universidad de Florida. Laboratorllo d? Sophia
Antipolis.

Fig. 9. Pequeiio escarabajo de las colmenas, Aethina tumida. Murray.

Para el diagndstico diferencial, a continuacion se muestra Cychramus luteus con los
siguientes rasgos (Figura 10; Neumann & Ritter, 2004):

Los elitros cubren por completo el apice abdominal

Las antenas en forma de porra son mas flojas y tienen segmentos desprendidos;
Las puntas latero-posteriores del pronoto no son afiladas;

el cuerpo es de color marrén claro.
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3.3-4.5 mm

Antenas en forma de
porra con segmentos

flojos
Puntas latero- Fotograffa de Malcolm Storey,
posteriores del pronoto 2003, www.bioimages.org.uk
redondeadas

3-5.6 mm

Cuerpo marrén claro

Abdomen totalmente
cubierto por elitros

Fotografia de Malcolm Storey,
2003, www.bioimages.org.uk

Fig. 10. Cychramus luteus (Neumann & Ritter, 2004).

Carpophilus lugubris tiene las siguientes caracteristicas: (Figura 11; Marini et al., 2013):

El cuerpo es marrén; los elitros tienen zonas de color naranja. Patas y antenas son
de color naranja (las antenas en forma de porra son de color naranja oscuro)
Longitud corporal: 3.3-4.5 mm

No obstante, como ocurre con A. tumida, los elitros no cubren todo el abdomen

Las antenas en forma de porra tienen segmentos compactos

Las puntas latero-posteriores del pronoto son afiladas

’ <+ Antenas en forma ——p
- de porra,
con segmentos compactos

7 Puntas latero-posteriores
y «— del pronoto afiladas

Cuerpo marrén con regiones naranja en el
elitro

~ Patas y antena naranja
(las antenas en forma de porra son naranja oscuro)

<«— Abdomen parcialmente cubierto de eritros: solo son
visibles los dos Ultimos segmentos del abdomen

Vista dorsal
Origen: Marini et al., 2013

Fig. 11. Carpophilus lugubris (Marini et al., 2013).

2.2.3.2. Las larvas

Las larvas de A. tumida tienen el cuerpo de color beige. La capsula cefélica (cabeza de la
larva) es de color marrén. El color puede variar segin las condiciones ambientales y el
estado de conservacion de las muestras. La longitud del cuerpo en el ejemplar adulto es
de alrededor de 1 cm (1,2 cm como maximo), en funcién de la alimentacion. La anchura
es de unos 1,6 mm.

La identificacion de las larvas se basa en los siguientes criterios morfolégicos: (véase la
Figura 12).

10
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i) Tres pares de patas, uno en cada segmento anterior (toracico)

i) Dos espinas dorsales en cada segmento (estas espinas son mas gruesas en el
Gltimo segmento)

iii)  No hay patas falsas (pseuddpodos) en la cara ventral de los segmentos abdominales
posteriores

Cuerpo beige claro
Cépsula cefalica marron claro

Dos espinas dorsales en cada segmento (2)

Dos espinas dorsales gruesas en el tltimo

segmento (2
Larva de A. tumida, vista dorsal. 9 2)

Tres pares de patas, uno en cada segmento
anterior (1)

No hay pseudoépodos en la cara ventral de
los segmentos abdominales posteriores (3)

Larva de A. tumida, vista ventral.

Fig. 12. Larva de Aethina tumida.
Fotografias de Josephine Ratikan, Universidad de Florida.

Para diferenciar entre larvas de A. tumida y larvas de lepiddptero (A. grisella y
G. mellonella), a menudo presentes en las colmenas de abejas meliferas, se realizan las
siguientes indicaciones:

Las larvas de lepidéptero tienen pseudopodos en la cara ventral de los segmentos
abdominales.

Hay dos segmentos desnudos entre el Ultimo segmento con patas y el primer segmento
con pseuddpodos (Figura 13).

Las larvas de lepiddpteros pueden crear una membrana sedosa, capullos y excretar
heces oscuras (estas membranas y heces se pueden observar en los recipientes de las
muestras que recibe el laboratorio).
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A.tumida larva: Larva de polilla de las colmenas:

Dos espinas dorsales en cada segmento (2) Sin espinas dorsales

e ‘. " \- ~‘ ;"“ ‘ ‘;
t A « t

Sin 3 pares de Pseuddpodo 2 3 pares
pseudépodos patas s (falsas  segmentos de
3) patas) desnudns  patas

Fig. 13. Diferenciacién entre la larva de A. tumida y la de la polilla de las colmenas.
Fotografias de Nicolas Cougoule. Anses, Laboratorio de Sophia Antipolis.

2.2.4. Interpretacion de los resultados
2.2.4.1. Adultos

i) Si se confirman los criterios 1 a 8 para A. tumida, el resultado es “positivo”. La
identificacion de A. tumida se confirma. Es aconsejable aplicar la prueba de
confirmacion PCR.

ii)  Si no se observan ciertas caracteristicas morfologicas fundamentales de A. tumida
(es decir, si al menos 1 de los 8 criterios no se cumple), el resultado es “negativo”.
La identificacion de A. tumida no se confirma.

iii) Cuando no se pueden determinar criterios morfolégicos definitivos (como ocurre en
el caso de muestras dafiadas), el resultado es “inconcluyente”. En estos casos, es
fundamental una identificacion molecular para la confirmacion.

2.2.4.2. Larvas

i) Si se cumplen los criterios 1 a 3, el resultado es “sospecha de A. tumida”. En este
caso resulta indispensable la PCR para la confirmacion final y para poder confiar en
el diagnéstico.

ii)  Si al menos uno de los criterios 1 a 3 no se confirma, el resultado es “negativo”. La
sospecha de A. tumida no se confirma.

iii) Cuando no pueden determinarse criterios morfolégicos definitivos (como en el caso
de muestras dafiadas), el resultado es “inconcluyente”. En este caso la identificacion
molecular es indispensable para la confirmacion.

.3. Identificacién molecular

La identificacion morfolégica del escarabajo cada vez se confirma méas con métodos moleculares,
empleando en concreto la PCR en tiempo real, sobre todo para el examen de larvas cuya morfologia
est4 menos clara. El método de la PCR en tiempo real descrito abajo fue desarrollado por Ward et al.
(2007) y se basa en la amplificacién de una secuencia parcial del gen mitocondrial de A. tumida que
codifica la citocromo oxidasa | (COIl). Los cebadores SHB207F y SHB315R permiten amplificar un
fragmento de 109 pares de bases especifico de A. tumida. Este fragmento se visualiza en tiempo real
debido a una sonda marcada en 5. Para tener en cuenta los dos halotipos identificados mediante
andlisis bioinformatico por Ward et al. (2007), el cebador SHB207F incluye una base degenerada en la
posicién 228 (A/G) (n° de referencia en Genbank AF227645). Este método se validé segun lo
establecido en el Capitulo 1.1.6 Principios y métodos de validacion de las pruebas de diagnostico para
enfermedades infecciosas.

2.3.1. Preparacién de la muestra, equipo y reactivos

Las muestras suelen ser adultos o larvas conservados en alcohol no desnaturalizado al >90% o
desecadas. Las muestras conservadas en alcohol deben depositarse sobre papel absorbente
dejando que el alcohol se evapore, 0 aclararse tres veces en un volumen grande de tampén
fosfato (tubo de 50 ml, por ejemplo). A continuacion, la muestra se transfiere a un microtubo de
1,5 ml, donde se tritura manualmente empleando una mano de mortero desechable. El

12
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volumen depende del tamafio de la muestra (por ejemplo: un escarabajo adulto en 1 ml; una
larva en 200 pl). Las muestras se pueden conservar a < —16°C.

Para llevar a cabo la prueba se precisa un sistema de deteccién mediante PCR en tiempo real
y el software para el analisis de los datos correspondientes. Existen varias marcas de PCR en
tiempo real. El método que se describe abajo emplea un sistema de este tipo, pero los
parametros concretos del método deberan validarse en funcion del sistema que se utilice en
cada laboratorio. Dada la alta sensibilidad del método, se precisan medidas adecuadas para
evitar la contaminacion por ADN. Todos los materiales y métodos empleados para la prueba
deben cumplir con las normas establecidas en el Capitulo 2.1.2. Biotecnologia en el
diagnostico de las enfermedades infecciosas, incluidas las medidas para prevenir la
contaminacion de la muestra por ADN.

2.3.2. Preparacién de los reactivos

La mezcla para la reaccién de la PCR en tiempo real suele proporcionarse a una concentracion
2x lista para usar. Para el uso y conservacion de la misma deben seguirse las instrucciones del
fabricante. Las soluciones base de trabajo para los cebadores y la sonda se preparan con
tampon TE sin nucleasa a una concentracion de 100 uM y 50 pM, respectivamente. Las
soluciones base se conservan a —-20°C y la sonda debe protegerse de la luz. Pueden
prepararse alicuotas de un solo uso para reducir el nimero de ciclos de congelacion-
descongelacion y para aumentar el periodo de validez de cebadores y sondas.

2.3.3. Procedimiento analitico de la PCR en tiempo real

Nombre del Secuencia

cebador/sonda

SHB207F 5-TCT-AAA-TAC-TAC-TTT-CTT-CGA-CCC-ATC-(A/G)-3’
SHB315R 5-TCC-TGG-TAG-AAT-TAA-AAT-ATA-AAC-TTC-TGG-3’

Sonda SHB245T 5-(6-FAM)-ATC-CAA-TCC-TAT-ACC-AAC-ACT-TAT-TTT-GAT-TCT-TCG-GAC-(TAMRA)-3’

En cada PCR deben incluirse controles de extraccion positivo y negativo, asi como reactivos
control. Para minimizar el riesgo de contaminacién por parte del control positivo, debe
emplearse una dilucién que dé lugar a un valor Ct de alrededor de 30. Un control adecuado
podria consistir en escarabajos A. tumida aplastados y diluidos hasta 10 veces el limite de
deteccién del método (LDmetodo). COmo alternativa, puede afiadirse un plasmido que contenga
la secuencia diana diluido hasta 10 veces el limite de deteccion de la PCR (LDpcr). Para el
control de extraccidon negativo, se recomienda utilizar el tampén que se usé para aplastar los
ejemplares. Es muy recomendable utilizar un control positivo interno (IPC) para comprobar la
ausencia de inhibidores de la PCR en el extracto analizado.

Las condiciones del termociclador deben determinarse y validarse para el equipo y los
reactivos que se usen en cada laboratorio.

Las mezclas de reactivos para PCR se afiaden en una sala limpia (no deben manipularse
agentes patodgenos ni productos de la amplificacién), y pueden ser las siguientes:

Concentracion final Volumen por tubo (ul)

H>0 sin nucleasa / 4,1
Mezcla para PCR en tiempo real (2x) 1x 12,5
SHB207F (20 uM) 320 nM 0,4
SHB315R (20 pM) 320 nM 0,4
Sonda 245 (50 uM) 100 nM 0,05
IPC Mix 10x 1x 2,5

IPC DNA 50x 0,1x 0,05
Volumen total de la mezcla 20
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Se afiaden 5 pl del molde de ADN (muestra problema o plasmido de ADN) o control positivo o
negativo a la mezcla de reactivos hasta lograr un volumen final de 25 pl. Se preparan muestras
de ADN y se afiaden a la mezcla de PCR en una zona independiente.

El programa del termociclador dependera del equipo que se utilice y de la mezcla de reaccion
de la PCR en tiempo real, por ejemplo:

Paso Ciclo Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Activacion de la polimerasa 1 95 3:00
PCR 40 95 0:10
60 0:30

2.3.4. Interpretacion de los resultados

El umbral para el analisis de las curvas de amplificacién (determinadas por el ruido de fondo
asociado al sistema de deteccion) suele fijarse segun las instrucciones del fabricante para el
programa utilizado. Puede fijarse con muestras que se haya confirmado que son negativas (por
ejemplo, larvas de Galleria melonella o escarabajos adultos del género Meligethes).

Un resultado de identificacion de A. tumida mediante PCR en tiempo real se considera valido
solo si los controles de extraccion y de PCR positivos dan un resultado positivo (Ct < 35) y si
los controles de extraccién y de PCR negativos dan un resultado negativo (Ct = N/A).

Se registra un resultado positivo para toda muestra que dé un valor de Ct <35. Y un resultado
negativo para toda muestra que dé un valor de Ct>35 o que no presente valor Ct. En las
muestras que den resultados negativos debe comprobarse con IPC la ausencia de inhibidores
de la PCR en el extracto analizado. Los inhibidores de la PCR pueden dar lugar a falsos
negativos. La inhibicion se puede resolver diluyendo la muestra, por ejemplo a 1/10.

3. Pruebas seroldgicas

Las pruebas seroldgicas no son ni adecuadas ni relevantes para las infestaciones de colonias de abejas.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

No se dispone de vacunas.
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LECTURA ADICIONAL

Una publicacion de la FAO, Honey bee diseases and pests: a practical guide, W. Ritter & P. Akratanakul (eds).
Agricultural and Food Engineering Technical Report No. 4. FAO, Rome, lItaly, 42 pp. ISSN 1814-1137
TC/D/A0849/E, esta disponible de forma gratuita en: http://www.fao.org/3/a-a0849e.pdf

*

* %

NB: Existen Laboratorios de Referencia de la OIE para la infestacion por Aethina tumida
(pequeiio escarabajo de las colmenas)
(conslltese la lista més actualizada en la tabla de la Parte 4 de este Manual Terrestre o la pagina web de la OIE:
http://www.oie.int/es/nuestra-experiencia-cientifica/laboratorios-de-referencia/lista-des-laboratorios/).
Para més informacion sobre las pruebas de diagndstico y los reactivos para la infestacion por Aethina tumida, por
favor contacte con los Laboratorios de Referencia de la OIE

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 2008: ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2018.
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