CAPITULO 3.2.2.

LOQUE AMERICANA DE LAS ABEJAS MELIFERAS
(INFECCION DE LAS ABEJAS MELIFERAS
POR PAENIBACILLUS LARVAE)

RESUMEN

Descripcion de la enfermedad: La loque americana (LA) afecta a la larva de la abeja de miel Apis
mellifera y de otras sub-especies de Apis en todo el mundo. El microorganismo causante de esta
enfermedad, Paenibacillus larvae, es una bacteria que puede producir mds de mil millones de esporas
en cada larva infectada. Las esporas son extremadamente resistentes al calor y a los agentes
quimicos, y pueden sobrevivir durante muchos afios en escamas (procedentes de crias enfermas
muertas), y productos y equipos para colmenas. Solo las esporas son capaces de inducir la
enfermedad.

Los panales de las colonias infectadas tienen un aspecto moteado debido a una mezcla de crias
operculadas sanas, celdas operculadas enfermas y celdas no operculadas. Esto no es solo
caracteristico de la LA. Las celdas operculadas de una larva enferma aparecen humedas y oscuras,
volviéndose cdncavas y, posiblemente, perforadas a medida que progresa la infeccion. El color de la
larva o pupa cambia a marrén crema y luego a marrén oscuro con un aspecto viscoso cuando se
extraen. En algunos casos, los restos de larvas son mds bien acuosos. La cria enferma termina
secdndose y forma unas escamas fragiles caracteristicas, que se adhieren fuertemente a la parte baja
de las paredes de las celdas. La formacion de una lengua pupal es una de las sefiales mas
caracteristicas de la enfermedad, aunque raramente observada, y precede a la formacién de
escamas. Los signos clinicos de la LA son muy variados y dependen del genotipo involucrado, la fase
de la enfermedad y la fuerza de la colonia de abejas (y posiblemente su resistencia a la LA). Todos los
genotipos ERIC |-V son patégenos para las abejas meliferas.

Deteccion e identificacion del agente:El diagndstico de la LA se basa en la identificacion del agente
patdgeno y en la presencia de signos clinicos. El andlisis puede basarse en una amplia gama de
muestras. Sin embargo, en la prdctica, la eleccion de las muestras dependerd de si aquél esta
relacionado con una colonia o un colmenar sospechoso o enfermo, o se trata de un analisis que es
parte de un programa de seguimiento o prevencion de la LA. Algunos métodos de identificacion
requieren una fase previa de cultivo, mientras que otros pueden aplicarse directamente a las
muestras recogidas. Se recomiendan cinco medios de cultivo sélidos: PLA (agar Paenibacillus
larvae), agar MYPGP, agar BHIT, agar J y agar Columbia sangre de oveja. En este capitulo se describen
dos protocolos de reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) que pueden utilizarse para una
confirmacion rdpida de la LA clinica y para identificar las colonias bacterianas después de una fase
de cultivo. El perfil bioquimico de P. larvae se establece mediante la prueba de la catalasa, la
produccidn de 4acido a partir de carbohidratos y la hidrdlisis de la caseina, en funcion del genotipo
involucrado. Ademds, se describen las técnicas basadas en anticuerpos y la identificacion
microscopica del agente patégeno.

Pruebas seroldgicas: No se dispone de pruebas seroldgicas.

Requisitos para las vacunas: No se dispone de vacunas.
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A. INTRODUCCION

La Loque americana (LA) es una enfermedad infecciosa que afecta a la larva de la abeja de miel Apis melliferay de
otras especies de Apis, y se da en todas las zonas del mundo donde se crian tales abejas. EI microorganismo
causante, Paenibacillus larvae, es una bacteria grampositiva que puede producir mas de mil millones de esporas en
cada larva infectada. La bacteria es un bacilo de extremos redondeados, recto o, a veces, curvo, de tamafio muy
variable (0,5-0,8 um de ancho por 1,5 a6 um de largo), y se presenta solo, en cadenas y en filamentos; la mayoria de
las cepas son moviles. Con frecuencia, los esporangios son escasos in vitro, y es frecuente que las esporas
elipsoidales, centrales o sub-terminales, que pueden deformar el esporangio se encuentren libres y que midan 0,6 x
1,3 um (Heyndrickx et al., 1996).

Empleando PCR de elemento repetitivo (rep-PCR) y los cebadores ERICIR-ERIC2, se han diferenciado cinco
genotipos distintos (ERIC I, II, Ill, IV y V) (Beims et al., 2020). Los genotipos ERIC | y Il corresponden a las antiguas
subespecies P. I. larvae, mientras que los genotipos ERIC Il y IV corresponden a las antiguas subespecies
P. . pulvifaciens (Genersch, 2010). Recientemente, se ha aislado el genotipo ERIC V de una muestra de miel de
Espafia y se ha identificado como genotipo nuevo (Beims et al., 2020). Los cinco genotipos difieren en cuanto a
morfologia de la colonia y de las esporas, a su metabolismo de las fuentes de carbono y, lo que es mas importante,
en cuanto a virulencia. En bioensayos de exposicion se ha observado que los miembros de ERIC I, [l y IV son muy
virulentos contra las larvas en cuanto al tiempo que transcurre hasta causar la muerte. Casi todas las larvas
infectadas por estos genotipos mueren en un plazo maximo de unos 3-7 dias (Beims et al., 2020; Genersch et al.,
2005; Rauch et al., 2009). Esto significa que solo una pequefia parte de las larvas muere tras la operculacion de la
celda, lo cual da lugar a los signos clinicos descritos de AFB (fase pegajosa, escama de loque). Por el contrario, el
genotipo ERIC | suele precisar alrededor de 12 dias para matar unalarvainfectaday, por lo tanto, se considera menos
virulento que los genotipos ERIC II-V a nivel de larva individual (Beims et al., 2020; Djukic et al., 2014; Genersch,
2010; Genersch et al., 2005). En estudios epidemioldgicos se ha observado que solo ERIC | y ERIC Il se aislan con
frecuencia de colonias obtenidas a partir de la LA. El genotipo ERIC | de Paenibacillus larvae es el genotipo mas
frecuente, mientras que el genotipo ERIC Il parece mas limitado, aunque ambos se han hallado en todo el mundo.
Los genotipos ERIC Il y IV no se han identificado en condiciones de campo durante décadas, pero existen unas
pocas cepas en colecciones de cultivo (Genersch, 2010; De Graaf et al., 2013). El genotipo ERIC V se ha aislado
recientemente de una muestra de miel multiflor de Espafia. Dado que los perfiles de huella genética obtenidos
mediante electroforesis del ADN amplificado por rep-PCR no son reproducibles entre laboratorios, es necesario
incluir cepas de P. larvae de referencia previamente tipificadas. Para potenciar la discriminacién entre cepas, el
andlisis con cebadores ERIC puede complementarse con el uso de otros cebadores (De Graaf et al., 2013). Un
esquema de tipificacién de la secuencia multilocus revelé la distribucion y biogeografia de 294 muestras de
P. larvae, agrupadas en 34 tipos de secuencia (en marzo de 2022 [https:/pubmist.org/plarvae/]), en seis
continentes (Morrissey et al., 2015). Actualmente, el genotipado basado en la secuenciacién del genoma completo
(WGS) ofrece una resolucién sin precedentes en la discriminacion entre cepas altamente relacionadas. Por lo tanto,
es muy adecuado para investigar la evolucion de los agentes patdgenos incluso en periodos de tiempo cortos
(Uelze et al., 2020). Aplicado a la investigacion de P. larvae, el genotipado basado en el WGS mostré una buena
correlacion con los métodos de tipificacion convencionales (MLST y PCR para ERIC) y demostro eficiencia en la
delineacion de clusteres en investigaciones epidemiolégicas de brotes de LA (Bertolotti et al., 2021). Las esporas
son extremadamente termoestables y resistentes a las sustancias quimicas. Solo las esporas son capaces de
inducir lainfeccion. La infeccidn puede ser transmitida a las larvas por parte de obreras nodrizas o por esporas que
queden en la base de una celda de cria. Aunque las larvas de las abejas obreras, de los zanganos y de las reinas son
susceptibles de infeccidn, las larvas de las reinas y los zanganos infectadas se observan raramente en condiciones
naturales. La susceptibilidad de las larvas a la loque americana disminuye cuando aumenta la edad (de Graaf et al.,
2013); las larvas no pueden ser infectadas una vez transcurridas 53 horas desde la eclosién del huevo. La dosis
infectiva 50 (LDso= dosis de espora con la cual mueren un 50% de las larvas) necesaria para el inicio de la infeccion,
aunque muy variable, es 8,49 + 1,49 esporas para las larvas que tienen entre 24 y 48 horas de vida (Hansen y
Bredsgaard, 1999). La forma mas comun de propagacién de la enfermedad de una colonia a otra es el intercambio
de panales con restos de crias enfermas. Ademas, la enfermedad también puede propagarse por el robo de miel
cargada de esporas, la alimentacidn con esta miel o el polen de abeja, los cimulos de abejas y por la introduccion
de reinas procedentes de colonias infectadas. La cera contaminada con esporas de P. larvae, que se usan para la
produccion de la base de los panales, también puede contribuir a la propagacion de la enfermedad si no se aplica
el tratamiento adecuado. La pronta deteccion de la LA puede ayudar a impedir que la enfermedad se siga
propagando.

Aunque en general existe un riesgo bajo de infeccion humana por microorganismos de la LA, es importante
recordar que se ha observado septicemia bacteriana letal en personal que, durante la administracién de farmacos,
se han inyectado miel contaminada por esporas de P. larvae (Rieg et al., 2010). Las medidas de biocontencion
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deberan determinarse en funcion de un andlisis del riesgo, como se describe en el Capitulo 11.4. Bioseguridad y
bioproteccion: norma para la gestion del riesgo biolégico en el laboratorio veterinario y en las instalaciones de los
animales.

1. Epizootiologiay sintomatologia

Las esporas de P. larvae pueden sobrevivir en los productos de la abeja (miel, cera, escamas secas de larvas) en el
medio ambiente entre 3 y 10 afios, y en las escamas secas de larvas durante 35 afios. Las esporas purificadas
pueden sobrevivir incluso mas de 70 afios.

Los signos clinicos de la LA son muy diversos y dependen del genotipo implicado, la fase de la enfermedad y la
fuerza de la colonia de abejas (y, posiblemente, de su resistencia a la LA) (Genersch et al., 2005). Las larvas pueden
morir a temprana edad cuando tienen forma de C en la base de las celdas de cria no operculadas. Las obreras
adultas retiraran esas larvas muertas dejando las celdas vacias (Bredsgaard et al., 2000). Otras larvas pereceran en
una fase mas tardia de desarrollo, cuando estan en posicién erguida, ocupando casi toda la celda de cria. Con
frecuencia, las larvas o pupas moriran tras la operculacién de las celdas de cria. Las larvas infectadas por ERIC |
suelen morir tras la operculacion de las celdas de cria, mientras que las larvas infectadas por otros tipos suelen
morir antes de la operculacién de las celdas de cria.

En las colonias gravemente infectadas, los panales tienen un aspecto moteado a causa de un patrén de crias sanas
operculadas, celdas no operculadas que contienen los restos de larvas enfermas y celdas vacias. La operculacion
de la celda que contiene una larva enferma aparece humeday oscuray se vuelve céncavay perforada a medida que
se desarrolla la infeccién (Figura 1a). Ademas, la larva o pupa cambia de color, primero a beige vy, finalmente, a
marrdn oscuro. Las larvas adquieren una consistencia glutinosa y pueden extraerse como hilos insertando una
sonda dentro de los restos de la larva y retirandola de la celda (prueba del palillo de cerilla) (Figura 1b). Esta es
probablemente la técnica mas conocida para el diagndstico de campo de la enfermedad, pero en algunos casos,
los restos de larva son mas bien acuosos, lo que provoca un resultado negativo del palillo de cerilla. Finalmente,
después de un mes o mas, los restos de las crias enfermas se secan formando las tipicas escamas oscuras y duras
que son quebradizas y se adhieren fuertemente a la parte baja de las paredes de la celda (Figuras 1.d y 2). Si la
muerte tiene lugar durante el estado pupal, la lengua de la pupa sobresale de la cabeza, extendiéndose hasta lo alto
de la celda de cria e incluso angulando hacia atras en direccién al suelo de la celda. Esta lengua protuberante es
uno de los signos mas caracteristicos de la enfermedad, aunque raramente se puede observar (Figuraic). Lalengua
puede persistir también en la escama seca. La loque europea debe tenerse en cuenta en el diagndstico diferencial.
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Fig. 1. Loque americana clinica(a-a): (a) Los panales tienen aspecto moteado.

(b) Un palillo saca restos de larva marrones y semi-fluidos en forma de hilo viscoso. (c) La formacion de una
lengua pupal es un signo caracteristico, pero es infrecuente verla.(a) Escama residual adherida al fondo de /la
celda. Las fotografias a, by d son de A. M. Alippi:

La fotografia(c) es del MAAREC-Mid Atlantic Apiculture and Extension Consortium (at

https.//agdev.anr.udel.edu/maarec/hon
diseases/diseases-of-honey-bees/ngqgallery/show--photocrati-nextgen_basic_thumbnails/page/],
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Fig. 2. Progresion de la enfermedad:(a) Punto de la infeccion. (b) Desarrollo larvario hasta la fase de pre-pupal.
(c) E/ contenido de la celda y Ia operculacion son atraidos hacia el interior o perforados. (d) El contenido de /la
celda se vuelve glutinoso. (e) Escama residual firmemente adherida a la parte baja de /a celda.
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Recientemente, se ha observado que cada genotipo tiene una virulencia distinta; las cepas ERIC | comportan un
100% de mortalidad de las larvas infectadas en 12 dias, mientras que las cepas ERIC Il matan las larvas infectadas
en unos 7 dias (Djucik et al., 2014; Genersch, 2010; Genersch et al., 2005; Rauch et al., 2009). Cuanto mas rapido
mate P. larvae las larvas infectadas, mas larvas infectadas se eliminaran, ya que las abejas nodrizas parecen
reconocer las larvas muertas con menos rapidez tras la operculacion de las celdas (Rauch et al., 2009). Por lo tanto,
la proporcion de larvas que desarrollan una masa pegajosa bajo las operculaciones de las celdas es mayor en el
caso de infecciones por cepas del genotipo ERIC | pero siguen pudiendo verse en otros tipos de ERIC. Dado que
veterinarios y apicultores buscan una masa pegajosa dentro de las celdas operculadas como principal signo de
enfermedad, es probable que se dejen de diagnosticar los casos en los que las colonias con LA estén infectados
por cepas del genotipo ERIC I, ya que es posible que haya apenas unas pocas celdas infectadas (Rauch et al., 2009).

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

Tabla 1. Métodos analiticos disponibles para el diagndstico de la loque americana
de las abejas meliferas y sus finalidades

Finalidad
Demostrar Demostrar .
. L Determinar .
ausencia ausenciade la Determinar el estado
Método de infeccién en Contribuir a las Confirmar . inmunitario en
. » . o prevalencia .
circulacion animales politicas de casos dela animales o
del virus individuales erradicacion clinicos . " poblaciones tras la
infeccion - .
enla antes de los .. . vacunacion
. . vigilancia
poblacién | desplazamientos
Deteccién e identificacion del agente®
Aislamiento
R +++ +++ +++ +++ +++ -
bacteriano
Microscopia ++ ++ ++ +++ +++ -
Deteccion del
3 ++ ++ ++ ++ ++ -
antigeno
PCR
i +++ +++ +++ +++ +++ -
convencional
PCR en tiempo
+++ +++ +++ +++ +++ -
real
Espectrometria -
de masas

Clave: +++ = método recomendado para esta finalidad; ++ = método recomendado, pero tiene limitaciones;
+ = método adecuado en muy pocas situaciones; - = no adecuado para esta finalidad.
PCR = reaccion en cadena de la polimerasa.
@Se recomienda aplicar una combinacién de métodos de identificacion del agente a una misma muestra clinica.

1. Deteccion e identificacion del agente

El diagndstico de la LA se basa en la identificacion del agente patégeno y la presencia de signos clinicos. El analista
puede basarse en una amplia gama de muestras. No obstante, en la practica, la eleccion de las muestras se realizara
en funcion de si las mismas estan relacionadas con una colonia/colmenar de abejas meliferas sospechosas o
enfermas, o si se examinan como parte de un programa de seguimiento o prevencion de la LA. En el apartado A de
este capitulo se ofrece un examen inicial de la sintomatologia de la enfermedad. Las técnicas de identificacién son
la caracterizacion microbioldgica, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el establecimiento del perfil
bioquimico, las técnicas basadas en anticuerpos y la microscopia. El analista debe tener en cuenta las diferencias
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de sensibilidad de los distintos enfoques aqui presentados y debe elegir el mas adecuado para cada situacion
concreta.

1.1. Eleccién de las muestras

111.  Obtencién de muestras de una colonia/colmenar sospechoso o enfermo

Los apicultores encuentran con frecuencia panales de cria con signos de la enfermedad cuando
atienden a sus colmenas. Siempre que sea posible, debe enviarse un marco entero al laboratorio,
para evitar el riesgo de deformacion durante el transporte. Como alternativa, las crias se
muestrean cortando un trozo de panal de un tamario de al menos 20 cm?, que contenga la mayor
cantidad posible de crias muertas o que presenten cambio de color. Una persona experimentada
puede recoger restos de larva o de pupa infectados directamente de las celdas con un hisopo
estéril, en cuyo caso el tamafio de la muestra puede ser mas reducido, facilitandose asi el
embalaje y el transporte de la muestra al laboratorio (véase mas adelante). Cuando se utiliza el
examen microscopico, pueden realizarse frotis de restos de larvas enfermas en el colmenar (de
Graaf et al., 2013). Tras secarse al aire, los frotis se embalan para poder enviarlos a laboratorio con
el fin de que se realice un examen microscépico y un cultivo.

Se deben considerar como sospechosas todas las colonias ubicadas en las proximidades de un
caso sospechoso de padecer la LA y debe tomarse una amplia variedad de muestras para la
confirmacioén. Para detectar la presencia de esporas de P. larvae, pueden utilizarse, ademas de las
muestras de crias, reservas de alimento (miel, polen y jalea real), obreras adultas y restos de cera.
Las muestras de miel pueden recogerse de las celdas préximas a las crias con cucharas
desechables distintas para prevenir la contaminacién cruzada de las muestras; no obstante, en el
momento del muestreo, puede que la miel haya estado depositada en el panal durante meses.
Las abejas adultas pueden recogerse sacudiendo o cepillando los panales de la cdmara de criao
de las alzas melarias para que caigan en un saco o recipiente de plastico. Para obtener unos
resultados los mas fiables posible de la situacion actual, deben analizarse abejas del nido de las
crias (y no de las alzas melarias). Los restos de cera pueden recogerse del fondo de la colmena
durante todo el afio.

11.2. Muestras para los programas de seguimiento o prevenciéon de laLA

Para evitar la propagacién de crias enfermas, se pueden utilizar muestras de miel, de abejas
adultas y restos para detectar la LA en colonias en las que no se observen signos clinicos. Latoma
rutinaria de muestras de colonias o de la miel recogida puede utilizarse como parte de un
programa operativo o regional de deteccion de la LA.

El examen microscopico de frotis de larvas asintomaticas es mucho menos sensible para la
deteccion de esporas en las colonias en comparacion con los métodos bacterioldgicos o basados
en la PCR. De hecho, con estos ultimos a menudo se detectan esporas en colonias que nunca
desarrollan signos clinicos de LA. Sin embargo, grandes cantidades de esporas cultivadas a partir
de muestras de miel y de abeja mediante métodos bacteriolégicos pueden a menudo predecir la
presencia de signos clinicos de LA a nivel de colonia, de colmenar y operativo.

1.2. Embalaje y envio de muestras al laboratorio

Se debe envolver el panal de cria en una bolsa de papel, una toalla de papel o un periddico, y colocarse
en una caja de madera o cartdon duro para el transporte; es necesario evitar los envoltorios de plastico,
para prevenir el crecimiento fungico. Los hisopos que contienen restos de larvas pueden introducirse en
tubos de ensayo adecuados con tapon. Los frotis de larvas muertas sobre portas de microscopio colocan
en cajas para portaobjetos, que pueden comprarse. Para el transporte, las abejas adultas pueden
congelarse o sumergirse en recipientes bien cerrados con etanol al 70%, aunque también son adecuadas
las abejas secas; cada muestra debe contener al menos 30 abejas. Las provisiones alimenticias se
pueden introducir en un tubo de ensayo o en un tarro adecuado, o envolverse en una bolsa de plastico
junto con la cuchara. Debe evitarse la fuga o la contaminacién cruzada de las muestras. A ser posible, las
muestras frescas deben enviarse al laboratorio refrigeradas.

Los detritusy la cera de las colmenas deben embalarse en una bolsa de papel, un bote de plastico tapado
con una tapa de papel o en tubos de papel tapados con una tapa de plastico. El embalaje secundario
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consiste en una bolsa de plastico a modo de proteccion frente a la contaminacion cruzada. En el caso de
las muestras a granel, se pueden conservar incluso en un embalaje terciario (cajas de carton grandes)
que proteja frente a los posibles dafios mecanicos.

La cantidad minima de miel para poder detectar esporas viables de P. larvae es de 50 g y debe
introducirse en un recipiente de plastico hermético (un recipiente por muestra, con etiqueta
identificativa).

1.3. Cultivo

1.31. Preparacion de la muestra
i)  Muestras para el cultivo

En general, debe prepararse una solucién acuosa que contenga esporas de P. larvae para un
examen adicional. Esa suspension de esporas se calienta a 80°C durante 10 minutos 0 a 95-
96°C durante 3-5 minutos a fin de matar las formas vegetativas u otros microorganismos,
incluidos otros formadores de esporas. Cada genotipo de P. larvae presenta una capacidad
de germinacion diferente y una respuesta distinta al tratamiento térmico (Forsgren et al.,
2008). Es posible la siembra en placa directa de restos de larvas para el cultivo en agar sin
tratamiento térmico.

Los restos de larva o de pupa del panal de cria se recogen con un hisopo estéril y se
suspenden en 2-10 ml de agua esterilizada o de solucion fisioldgica (solucion salina
tamponada con fosfato [PBS] 0,01 M o NaCl al 0,9%) en un tubo de ensayo. En el caso de los
restos de larvas o pupas enviados sobre portaobjetos, se afiaden 2-3 gotas de agua estéril.
Se emulsionan con un palo naranja o asa estéril. Se deposita la cantidad correspondiente a
un asa llena de material emulsionado en una placa de agar adecuada y se realiza una
siembra en estria con un asa estéril para obtener colonias aisladas. las placas se incuban en
un 5-7% de CO-y se examinan a diario durante un maximo de siete dias. Pueden observarse
colonias a partir del dia 2 en adelante.

Cada muestra de suspension de esporas debe dividirse y tratarse como sigue:

a) sintratamiento térmico;
b) contratamiento térmico a 80°C durante 10 minutos;

y

c) contratamiento térmico a 95°C durante 3 minutos.

Los pasos b) y c) sirven para matar las formas vegetativas de otros microorganismos. El
tratamiento térmico reducira considerablemente el riesgo de que las colonias de P. larvae
queden enmascaradas por estos competidores. Sin embargo, es posible que sigan
acumulandose bacterias de los géneros Bacillus, Paenibacillus y Brevibacillus en las placas,
lo cual exige el uso de medios semi-selectivos mediante la adicion de los antibidticos acido
nalidixico y acido pipemidico. En el paso a) (sin tratamiento térmico), ademas de ambos
antibioticos, debe utilizarse anfotericina B a una concentracion final de 16,8 ug/ml de medio
de cultivo, para evitar la contaminacion fungica en las placas de aislamiento. Las placas se
incuban a 37 +1°C durante 2-4 dias.

En el caso de los frotis preparados a partir de larvas muertas, se afiaden 1-2 gotas de agua
estéril y se mezclan sobre el portaobjetos. Se utiliza un asa de alambre para preparar un
nuevo frotis para la tincion de Gram y el examen microscoépico en el que se comprobara si
hay esporas. Se emplea un segundo asa de material reconstituido para cultivar en una placa
de agar adecuado.

Para examinar las esporas de las muestras de miel, estas se calientan a 45-50°C y se agitan
para distribuir las esporas que pueda haber, y a continuacion cada muestra de miel debe
diluirse (1/1) en PBS 0,01 M a pH 7,2 0 en NaCl al 0,9%, transferirse a un tubo de centrifuga y
centrifugarse a 6 000 gdurante 40 minutos. El sobrenadante se desecha dejando unos 3 mi
por tubo, que a continuacion se someten a vortex y mezclan durante 1 minuto para volver a
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ii)

suspender el sedimento, y se tratan como se ha descrito para los restos larvarios. Las
muestras se someten de nuevo al vortex y mezclan a alta velocidad una vez mas durante
2 minutos y se vierten 100-200 ul de la mezcla sedimento-liquido a medios de cultivo
apropiados afiadiendo antibiéticos e incubandolas a 37°C durante 7-8 dias (de Graaf et al.,
2013).

Se utiliza ampliamente la siembra en placa de la miel diluida, pero su sensibilidad es inferior
a la que se consigue mediante la centrifugacién, ya que solo se siembra una pequefia
fraccion del volumen total. Sea cual sea el método elegido, cuando se expresa el resultado
de los andlisis de la miel de manera cuantitativa y se fijan los valores limite, siempre se debe
seguir estrictamente la metodologia utilizada para establecer dichos valores.

Puede realizarse un filtrado acuoso de polen esparciendo concienzudamente 1 g de polen
en un volumen final de 10 ml de agua esterilizada o PBS sddica 0,01 M a pH 7,2 y filtrandolo
con papel N°1de Whatman (de Graaf et al., 2013).

Cuando el envio de las abejas adultas se realiza colocandolas en etanol, este debe ser
decantado y sustituido por agua esterilizada o solucion fisioldgica antes de machacar la
muestra.

Hornitzky y Karlovskis (1989) desarrollaron una técnica de cultivo que constituye un método
rapido de deteccion de esporas de P. larvae en abejas adultas que pudieran actuar como
fuente de LA en larvas jovenes. De forma resumida, cada muestra de 30 abejas nodrizas se
homogeneiza en 20 ml de PBS estéril durante 30 segundos. El homogenado se filtra por un
filtro de papel Whatman n21, se centrifuga y el sedimento se vuelve a suspender en PBS. Las
muestras se someten a shock térmico (véanse los tratamientos de la muestra de suspension
de esporas) y se vierten en placas de medio de cultivo suplementado con acido nalidixico y
acido pipemidico, lo cual servird para evitar la propagaciéon de P. alvei y de otras bacterias
que pudieran crecer en las placas.

Se deben disolver los restos y la cera de las abejas (1.5 g) en un disolvente organico (10 ml),
que puede ser tolueno, cloroformo o dietiléter (de Graaf et al., 2013). Luego se diluye la parte
liquida (2 ml) en solucién fisiolégica (6 ml). Tras agitarla con fuerza, esta suspensién puede
sembrarse de forma inmediata (sin calentamiento). De acuerdo con otro protocolo, primero
se diluye en agua la cera de las abejas (cera/agua 1/10) y se calienta hasta los 90°C durante
6 minutos. Tras enfriarlo, se afiade el disolvente organico (disolvente organico en agua 1/9)
y se agita con cuidado la mezcla. Transcurridos 2 minutos, se forma un deposito de solucion
acuosa con esporas de P. larvae.

Cultivo por el método del Tween 80

Se introduce 1 g de detritus o 1 g de cera en un tubo de ensayo con cierre hermético. Los
trozos de cera méas grandes deben cortarse con instrumental estéril en trozos muy
pequefios (lo ideal es cortarlos hasta que midan 3 mm). Los trozos de cera de los detritus no
tienen que cortarse mas porque suelen ser muy pequefios. Cuanto mas pequefos son los
trozos, mas facil y rdpido resulta el proceso de homogeneizacién. El material seco preparado
de este modo debe removerse firmemente y diluirse con 8,5 ml de agua destilada estéril. A
continuacion, la suspensién resultante se suplementa con 0,5 ml de Tween 80. Unos
30 minutos antes del pipeteado, debe extraerse el volumen necesario de Tween 80 del
recipiente de origen e introducirse en otro recipiente estéril con cierre hermético, que se
sumergird en un bafio de agua caliente (70+2°C) para reducir la viscosidad del Tween 80 y
facilitar su pipeteado. La suspension de detritus, agua y Tween 80 se agita a fondo y el tubo
de ensayo se introduce en un bafio de agua caliente (70+2°C) durante 30 minutos. Si la cera
se disuelve lentamente o hay trozos de cera de mas de 5 mm, el tubo de ensayo puede
dejarse en el bafio de agua incluso durante 1 hora. Mientras se calienta el tubo hermético en
el bafio de agua, debe agitarse bien en sentido longitudinal al menos tres veces (o mejor, en
varios ciclos de 5-30 segundos dejando transcurrir 5-10 minutos entre uno y otro). Esta
homogeneizacion tan minuciosa da lugar a la aparicion de un material pulposo de color
marrén grisdiceo homogéneo, que puede endurecerse a medida que se enfria. A
continuacion, los tubos se retiran del bafio de agua y se dejan enfriar hasta temperatura
ambiente, en cuyo momento deben dejarse reposar durante 2-4 horas hasta que se forma
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una cantidad suficiente de liquido en el fondo de los tubos. Después, se extraen 2-5 ml de
este liquido mediante una pipeta de baldn desechable y se mezclan con el mismo volumen
de agua destilada en otro tubo estéril hermético. De nuevo, la mezcla resultante debe
agitarse bien en sentido longitudinal durante al menos 5 minutos e introducirse en un bafio
de agua caliente (90+2°C). Pasados 10 minutos, se retiran del bafio los tubos con poso, se
dejan enfriar hasta que alcanzan la temperatura ambiente y se agitan de nuevo. A
continuacion, el material se inocula en dosis de 0,2 ml en 3-5 placas de MYPGP con acido
nalidixico y a un minimo de una placa de agar sangre que servira como control. Antes del
cultivo, las placas deben secarse en un termostato a 37+1°C. El tiempo de secado se
determinara en funcién de la humedad de la superficie del medio de cultivo (unos
30 minutos). Las placas de Petri deberan identificarse minuciosamente con la misma
identidad. El liquido se esparce por las placas con un asa de plastico/vidrio estéril curvada
o la punta de la pipeta. El liquido se deja secar y las placas se incuban con la parte superior
hacia abajo a 37+1°C durante 5-8 dias.

1.3.2. Soluciones primarias (de Graaf ef al, 2013)
i) Solucién primaria de acido nalidixico

Se prepara disolviendo O,1 g en 2 ml de NaOH O,1 N y diluyéndolo hasta 100 ml con tampdn
fosfato 0,01 M (pH 7,2), (concentracién primaria de 1000 ug/mil). Se lleva a cabo una filtracion
esterilizante. Concentracion final: 10 ug/ml para las muestras de larvas y 20 ug/ml para las
muestras de miel.

ii)  Solucion primaria de acido pipemidico

Se prepara disolviendo 0,2 g en 2 ml de NaOH O,1 N y diluyéndolo hasta 100 ml con tampdn
fosfato 0,01 M (pH 7,2), (concentracién primaria de 2000 ug/ml). Se lleva a cabo unafiltracion
esterilizante. Concentracion final: 10 ug/ml para las muestras de miel.

Tras esterilizar en autoclave y enfriar a 50°C, se afiaden los antibiéticos a los medios a la
concentracion final exigida y se vierte en placas de Petri estériles (20 ml por placa) (De Graaf
et al, 2013).

1.3.3. Medios de cultivo (de Graaf et al, 2013)

Se han descrito varios medios para el cultivo de P. larvae, pero los mejores resultados se
obtuvieron con PLA (agar Paenibacillus larvae) (Schuch et al., 2001), con agar MYPGP (la
abreviatura inglesa se refiere a los constituyentes del agar: caldo Mueller-Hinton, extracto de
levadura, fosfato potasico, glucosa y piruvato) (Dingmann y Stahly, 1983), con agar BHIT (medio
con infusion cerebro-corazoén suplementado con tiamina) agar J y CSA (agar Columbia sangre de
oveja) (Hornitzky y Karlovskis, 1989). Las formulaciones de los medios son las siguientes.

i)  Agar PLA (agar Paenibacillus larvae)

Este medio selectivo combina tres medios diferentes constituyendo una base a la que se
afiaden antibiotico y yema de huevo como suplementos (Schuch et al., 2001). Se combinan
y mezclan cantidades iguales (100 ml) de agar base estéril, liquido y selectivo de Bacillus
cereus derretido, agar tripticasa de soja y agar nutritivo con suplementos (SNA). El SNA se
compone (por cada litro) de: 23 g de agar nutritivo, 6 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl,
2 g de Na2HPOg; el pH final es 74 + 0,2. Se esterilizan todos los medios sélidos a
121°C/15 minutos. Una vez combinados los tres medios derretidos, se afiaden 3 ml de &cido
nalidixico, 3 ml de acido pipemidico reservay 30 ml de suspension de yema de huevo al 50%
para formar el medio PLA (concentracion final de 9 ug/ml de acido nalidixico y 18 ug/ml de
acido pipemidico). El medio PLA se vierte (20 ml) a placas de Petri estériles, que deberan
secarse antes de ser utilizadas (45-60°C durante 15 minutos).

ii)  Agar MYPGP (la abreviatura inglesa se refiere a los constituyentes del agar: caldo Mueller-
Hinton, extracto de levadura, fosfato potasico, glucosay piruvato)

Elagar MYPGP se compone (por cadalitro) de: 10 g de caldo Mueller-Hinton, 15 g de extracto
de levadura, 3 gramos de K2PO4, 2 g de glucosa, 1g de piruvato de Nay 20 g de agar (pH 7;1)
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1.34.

(Dingmann y Stahly, 1983). La adicién de los acidos nalidixico y pipemidico se lleva a cabo
de la forma indicada mas arriba.

iii) Agarl
El agar J contiene (por litro): 5 g de triptona, 15 g de extracto de levadura, 3 g de K2HPO4,2 g

de glucosa, 20 g de agar (pH 7,3-7,5). La adicién de acido nalidixico y de acido pipemidico
se realiza como se ha descrito anteriormente.

iv) CSA (agar Columbia sangre de oveja)

El agar CSA contiene (por litro): 39 g de agar Columbia sangre de oveja (pH 7.3). Tras
esterilizarlo al autoclave y enfriarlo hasta 50°C, se afiade sangre desfibrinada estéril al 5%
(Hornitzky y Karlovskis, 1989). La adicién de acido nalidixico y de acido pipemidico se realiza
como se ha descrito anteriormente. El cultivo en medios inclinados CSA induce una
esporulacion y permite la deteccién microscopica de los haces flagelares.

v)  Agar BHIT (medio con infusion cerebro-corazén suplementado con tiamina)

Elagar BHIT contiene (por litro): 47 g de agar de infusidn cerebro-corazoén (ajustado a pH 6,6
con HCI). Tras esterilizarlo al autoclave y enfriarlo hasta 50°C, se afiade una solucion estéril
de hidrocloruro de tiamina para obtener una concentracién final de 1 mg por litro.

El agar MYPGP se utiliza sistematicamente para cultivar P. larvae con fines de diagndstico de la
LAy se obtiene el maximo porcentaje de recuperacion de esporas, mientras que se ha observado
los agar J, BHI y CSA que son menos eficientes en este sentido. El medio PLA también muestra
una eficacia de cultivo superior e inhibe la mayor parte de microorganismos habitualmente
presentes en la colmenay en los productos de las abejas (Schuch et al., 2001).

Si el cultivo de P. larvae se viera obstaculizado por la aparicion de hongos, una buena solucion
consiste en afiadir 16,8 ng/ml de medio de anfotericina B.

Se transfiere una porcién de la muestra a la superficie del medio sélido con un hisopo de algodén
estéril. Para la evaluacion cuantitativa, se recomienda extender un volumen fijo de suspensién en
agar sélido con una espatula o una pipeta estériles en lugar de usar hisopos de algodén.

Lo mejor es incubar las placas a 37+1 °C durante 2-4 dias en una atmoésfera del 5-10% de COo,
aunque la incubacion aerdbica también produce los mismos resultados. Las muestras de miel
deberan incubarse durante mas tiempo (al menos durante 6 dias y hasta un maximo de 15 dias) y
evaluarse para comprobar si presentan colonias sospechosas alos 3y a los 6 dias.

Identificacion
i)  Morfologia de la colonia
Las muestras de larvas con enfermedad clinica daran lugar a placas con crecimiento

confluente después de 2-4 dias, y seguira una fase de subcultivo a fin de aislar las colonias.

En el medio de cultivo PLA, Las colonias de P, larvae son pequeiias, de verde claro a amarillo
(= el mismo color que el medio) con una superficie ligeramente opaca y aspera, algunas
veces con el centro elevado.
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Fig.3: Aspecto de las colonias dePaenibacillus larvae cultivadas en placas de agar MYPGP:(a) Cepa de referencia
ATCC 95457 (ERIC ) y(b) Cepa PL SAG m290(ERIC ). Fotografias: A.M. Alippi

En el MYPGP y el J-agar, las colonias son pequefias, regulares, principalmente rugosas,
planas o elevadas y de color entre blanquecino y beige (Figura 3a).

Enelagar CSA, las colonias son pequefias, regulares, rugosas, mantecosas y grisaceas, algo
transparentes y de aspecto ligeramente brillante (Figura 4a).

Se han descrito colonias de Paenibacillus larvae de pigmentacion entre naranja y roja, es
decir, los genotipos ERIC Il y lll que producen colonias rojizas y/o naranja en los medios
MYPGP, agar J y CSA (Tabla 2) (Figuras 3b, 3c y 4b) (Genersch et al., 2005; Neuendorf et al.,
2004). Segun Genersch et al. (2005), solo los genotipos ERIC Il y lll estan pigmentados, pero
existen cepas de ERIC |Vs tanto pigmentadas como no pigmentadas (Dingman, 2015). Es
importante destacar que los fenotipos pigmentados pueden perderse si se realizan
excesivos subcultivos.

(@) (b)

Fig.4: Morfologia caracteristica de una colonia de Paenibacillus larvae cultivada en placas de agar
Columbia sangre de oveja:(a) Cepa de referencia ATCC 9545"(ERIC /) y(b) Cepa PL SAG m290(ERIC I)).
Fotografias: A.M. Alippi

Se ha aconsejado la utilizacion en paralelo de cepas de P. larvae de referencia, por ejemplo,
LMG 9820 (denominacion alternativa: ATCC 9545, DSM 7030, NRRL B-2605, LMG 15969)
para la variante no pigmentada y DSM 16115 o DSM 16116 para el genotipo pigmentado.
(Graaf et al., 2013 facilitan una lista completa de las cepas de referencia de P. larvae). El
genotipo ERIC nuevo esta referenciado como cepa DSM 106052.

La morfologia de la colonia no es concluyente, pero podria servir para escoger las colonias
bacterianas para una posterior identificacion.
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Tabla 2. Caracteristicas fenotipicas de los genotipos ERIC dePaenibacillus larvae. Todos los genotipos tienen
esporas eljpsoides(datos basados en Beims et al., 2020 y Genersch et al., 2005)

Caracteristica ERICI ERICII ERICIII ERICIV ERICV
Colonias pigmentadas - + + Variable -
ilz(;rsf(i:riveadri;z;sn;;zl'saéiﬂe)gtln Lisa Retorcida Rugosa Rugosa Rugosa
Crecimiento en caldo nutritivo - + + + +
Fermentacion del manitol - + + + NT
Fermentacion de la salicina + - - - NT
Fosfatasa alcalina + - + + NT
Fosfatasa acida + - + + NT
Catalasa _ _ Débilmente Débilmente NT

positiva, retardada | positiva, retardada

ii)

iii)

iv)

NT = no analizada.

Reaccion en cadena de la polimerasa

La PCR se puede utilizar para identificar colonias bacterianas (=suspensiones de
células/esporas) tras un cultivo. EI ADN se puede extraer del modo siguiente: se suspende
una colonia en 50 ul de agua destilada y se calienta a 95°C durante 15 minutos. Tras la
centrifugacion a 5000 g durante 15 minutos, se utilizan 1-5 ul del sobrenadante como ADN
molde en una mezcla de 50 ul para PCR (Dobbelaere et al., 2001b). También pueden
utilizarse kits comerciales de extraccion del ADN, siguiendo las instrucciones del fabricante
correspondientes a las bacterias grampositivas. Véase el apartado 1.5.2 abajo para consultar
el método de la PCR.

Espectrometria de masas

Con un palillo, se toma una colonia bacteriana y con ella se prepara un frotis en dos pocillos
de la placa, que se dejan secar a temperatura ambiente antes de afiadir 1 ul de matriz (acido
a-ciano-4-hidroxicindmico) a cada punto y antes de poner la placa en la maquina. A
continuacion, se lleva a cabo la medicion mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. El
dispositivo detecta espectros de masa especificos de péptidos ribosémicos bacterianos.
Tras comprobar los espectros detectados en la base de datos de espectros conocidos, se
identifica la cepa bacteriana (Schéfer et al., 2014).

Pruebas bioquimicas

Paenibacillus larvae también puede identificarse por su perfil bioquimico. Las bacterias son
catalasa negativas o positivas débiles retardadas; tienen un perfil caracteristico de
fermentacién por carbohidratos con produccion de acido procedente de glucosa y
trehalosa, no de arabinosa y xilosa, y pueden hidrolizar la caseina o la leche. Los resultados
de algunas pruebas varian en funcién del genotipo, como, por ejemplo, la fermentacién del
manitol y la salicina (Tabla 2).

a) Pruebade lacatalasa

Se coloca una gota de peroxido de hidrégeno al 3% en un medio sdlido de cultivo en
crecimiento activo. La mayor parte de las bacterias descomponen el peréxido de hidrégeno
en agua y oxigeno, produciendo una espuma efervescente, pero en esta reaccién P. larvae
es negativa o presenta una reaccion débilmente positiva retardada, segun el genotipo (Tabla
2) (Haynes, 1972). Los microorganismos pueden perder su actividad catalasa con la edad, lo
cual da lugar a un falso negativo. Cuando se utiliza agar Colombia sangre de oveja para el
cultivo, la prueba no puede realizarse sobre el medio sélido, porque la presencia de sangre
de oveja causaria un falso positivo. En este caso, las colonias deben transferirse a un

12

Manual Terrestre de la OMSA 2023




Capitulo 38.2.2. - Loque americana de las abejas meliferas (infeccion de las abejas meliferas por Paenibacillus larvae)

portaobjetos limpio para la realizacion de la prueba. La correspondiente evaluacion de la
prueba se llevara a cabo a simple vista, como hemos visto mas arriba.

b) Produccion de acidos a partir de carbohidratos

Las bacterias se cultivan en caldo J (por cada litro: 15 g de extracto de levadura, 5 g de
triptonay 3 g de K2HPO4) en el que la glucosa se sustituye por un 0,5% del sustrato problema,
previamente esterilizado en una solucion acuosa (de Graaf et al., 2013). Los carbohidratos
utilizados son L (+)-arabinosa, D (+)-glucosa, D (+)-xilosa y D (+)-trehalosa. Los cultivos se
analizan a los 14 dias tomando asépticamente 1 ml o menos, que se observara en una platina
de microscopio con depresion; se mezcla la muestra con una gota de purpura de
bromocresol alcohélico al 0,04% y observando el color del indicador. Paenibacillus I. larvae
produce acido de forma aerdbica a partir de la glucosay de latrehalosa. No se produce acido
a partir de la arabinosa y la xilosa (Alippi, 1992) y se obtienen resultados variables con el
manitol y la salicina, en funcién de la cepa analizada (Genersch et al., 2005) (Tabla 2).

Para la caracterizacion bioquimica de P. larvae también existen kits comerciales (Neuendorf
etal., 2004).

c) Hidrdlisis de la caseina (Schuch et al,, 2001)

En la hidrdlisis de la caseina se utiliza agar leche con tiamina (por cada litro: 20 g de agar,
10 g de extracto de levadura; se esteriliza a 121°C/15 minutos). A cada 70 ml de medio
enfriado se afiaden 30 ml de leche desnatada UHT (tratada por ultracalentamiento) y 1,5 mi
de solucién de tiamina al 0,1% esterilizada por filtracién. Se siembran en estria las placas y
se examinan tras 5 dias de incubacion a 36 + 1°C. Paenibacillus larvae hidroliza la caseina,
por lo que se observara clarificacion del medio alrededor de las zona de crecimiento de la
colonia bacteriana.

v)  Técnicas basadas en anticuerpos (para mas informacion, consultese de Graaf et al., 2013)

Se han desarrollado diferentes técnicas basadas en anticuerpos para el diagnéstico de la
LA. La mayoria de ellas utilizan suero policlonal de conejo obtenido frente a cultivos puros
de P, larvae. Pueden utilizarse para la identificacion de colonias bacterianas aisladas o para
el examen de restos larvales sospechosos.

En una prueba de inmunodifusién, los anticuerpos interactian con el antigeno bacteriano
durante un proceso de difusién doble, dejando lineas de precipitacion. En la técnica de
anticuerpos fluorescentes, estos anticuerpos se conjugan con un fluorocromo. El anticuerpo
fluorescente resultante reacciona con un frotis bacteriano sobre un porta. Se enjuaga el
antisuero sobrante y se examina el frotis con un microscopio de fluorescencia. Puede
reconocerse Paenibacillus larvae de forma especifica porque se tifie como una bacteria muy
fluorescente sobre un fondo oscuro. Existe un enzimoinmunoandlisis en el que se utiliza un
anticuerpo monoclonal especifico para P. larvae. Se ha comercializado un instrumento de
flujo lateral para la confirmacion rapida de la LA.
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(a)

(b) (c)

N\

Fig. 5. El examen microscdpico de Paenibacillus larvae, e/ microorganismo causal de la loque americana: a) la
tincion de Gram pone de manifiesto bacilos grampositivos, que se disponen individualmente o formando cadenas
(aumentos: x 1000); b) la tincion de larvas enfermas por el método de Gram revela esporas de color rosa que se
encuentran aisladas o en racimo(aumentos: x1000); ©) /a tincion de esporas por el método de Schaeffer y Fulton
pone de manifiesto que los esporangios (tefiidos de rojo) estdn hinchados por las esporas (tefiidas de verde), que
se situan en una posicion entre central y terminal(aumentos: x1000).
Fotografias: A.M. Alippi(a y ¢); JC. Thomarat y K. Sidi-Boumedine (b).

vi)

Microscopia

La microscopia y la tincién son utiles para el examen de muestras clinicas o cultivos
bacterianos iniciales de casos de LA. Varios métodos (entre otros, la tincion de Gram, etc.)
dan una indicacion de las propiedades estructurales de la bacteria, su forma, sus
caracteristicas morfolégicas, como el tipo de pared celular y la presencia o ausencia de
endosporas.

Las técnicas microscopicas mas utilizadas son:

a)

b)

c)

Tinciéon de Gram

La tincion de Gram suele realizarse en frotis de bacterias procedentes de colonias
bacterianas aisladas. Paenibacillus larvae aparece como bastoncillos Gram positivos
con extremos ligeramente redondeados (Figura 5a).

Cuando la tincion de Gram se realiza en frotis de larvas sintomaticas (Figura 5b),
P. larvae aparece como esporas elipsoidales opticamente vacias de color rosado
(miden aproximadamente 0,6 x 1,3 um). En algunos casos (afectacion reciente de las
larvas) pueden observarse también bastoncillos Gram positivos, aislados o en cadenas
mas 0 menos largas.

Tincidn de frotis larvales con carbol-fucsina

Cuando se tifien con carbol-fucsina, las esporas de P. larvae (aproximadamente 0,6 x
1,3 um) tienen aspecto elipsoidal y con bordes gruesos. Son de color purpura rojizo,
mientras que los centros permanecen transparentes.

Nota: Si la infeccion aparecio en larvas de menos de 10 dias, se observaran largas
varillas vegetativas con flagelos coalescentes. Estos haces flagelares son
caracteristicos del agente patégeno.

Método de Schaeffer y Fulton para la tincion de endosporas

Empleando este método, las esporas se tifien de verde y las células vegetativas de rojo
(Figura 5c¢). Las esporas de Paenibacillus larvae son elipticas, estan situadas en una
posicion entre central y terminal, hinchan el esporangio y tienen los bordes
engrosados, y miden alrededor de 0,6 x 1,3 um.

14

Manual Terrestre de la OMSA 2023



Capitulo 38.2.2. - Loque americana de las abejas meliferas (infeccion de las abejas meliferas por Paenibacillus larvae)

d) Tincién negativa con nigrosina

Una gota de suspensién bacteriana mezclada con solucion de nigrosina (5%) da lugar
a un fondo tefiido de negro, mientras que las esporas de P. larvae adquieren un color
rojo purpura brillante y las formas vegetativas un color grisaceo.

Como ocurre con los demas andlisis de laboratorio, es muy importante analizar controles adecuados en
paralelo a las muestras problema. Los diferentes reactivos para la tinciéon bacteriana son facilmente
adquiribles como soluciones listas para usar.

1.4. Reaccion en cadenade la polimerasa

141. Muestras parala PCR

Debe diferenciarse entre suspensiones de células/esporas y suspensiones que solo contienen
esporas, porque estas ultimas requieren un paso de extraccion del ADN mas complejo.

Para una confirmacion rapida de la LA clinica, las muestras deben prepararse como sigue: los
restos de dos larvas de abeja melifera enfermas (= suspensién de células/esporas) se emulsionan
en 1 ml de agua destilada estéril y se mezclan bien. Se diluyen 100 ul de esta suspension con
900 pl de agua destilada. Esta dilucidon se somete a vortex y 100 ul se utilizan para extraer el ADN
mediante calentamiento y centrifugacion (véase arriba) (Dobbelaere et al., 2001b). La extraccion
del ADN también puede realizarse mediante kits comerciales, siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Todas las soluciones acuosas derivadas del muestreo de abejas adultas, detritus, cera de abejas,
poleny jalea real deben considerarse como suspensiones de esporas. En este caso, la extraccion
del ADN exige otro enfoque. De hecho, las suspensiones de esporas se centrifugan a 6000 gy
4°C durante 30 minutos. A continuacion, el sedimento se somete a tratamiento con microondas
durante 5 minutos a potencia maxima para romper el recubrimiento de las esporas, y el ADN
liberado se suspende en 30 ul de Tris/HCI 10 mM, pH 8,0, que contenga EDTA 1mM.

Cuando se desea comprobar si la miel contiene esporas, se diluye el ADN de forma seriada con
agua destilada estéril para eliminar la inhibicién de la PCR provocada por la miel. Se ha descrito
otro método de extraccién del ADN, basado en un tratamiento con lisozima y proteinasa K
(Bakonyi et al., 2003). También pueden utilizarse kits de extraccion de ADN comerciales
siguiendo las instrucciones del fabricante.

También pueden obtenerse buenos resultados incubando una suspension de esporas
sedimentada en caldo MYPGP a 37°C durante 2-24 horas. A partir de ese momento, la suspension
se centrifuga a 14.500 g durante 5 minutos, se lava con agua destilada estéril y se vuelve a
suspender en 200 ul de agua destilada estéril. Este paso de incubacién corta hace que las esporas
germinen, lo cual las hace de nuevo sensibles a la preparacion del ADN mediante tratamiento
térmico (véase arriba) (Lauro et al., 2003).

Junto con las muestras problema, deben analizarse controles positivos y negativos, asi como un
control de la inhibicion. Este ultimo es necesario para detectar posibles inhibidores de la PCR y,
por lo tanto, evitar una disminucién de la sensibilidad de la PCR o falsos negativos.

14.2. Reaccidon en cadena de la polimerasa

Se han descrito varios protocolos de PCR convencional para identificar P. larvae (revisado por de
Graaf et al., 2006 and De Graaf et al., 2013), pero dos de ellos, basados en el gen del ARNr de la
subunidad 16S, tienen una robustez demostrada, y se describen asi:

Nota: si se utilizan mezclas comerciales para PCR, es posible que ya vengan incluidos los
ingredientes necesarios. Deben consultarse y seguirse las instrucciones del fabricante.

Las PCR (modificado de Dobbelaere et al., 2001b) se ajustan teniendo en cuenta que se utilizan
mezclas de 50 ul que contienen:
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i)  1-5ul de ADN molde (véase la preparacion de la muestra);

ii) 50 pmol de cebador directo (AFB-F) e inverso (AFB-R);

iii) 10 nmol de cada dNTP;

iv)  MgCl2 2 mM;

v) 1-2,5U de polimerasa Taq en el tampdn correspondiente de PCR que contenga MgCl. 2 mM
Si es posible, se reduce el volumen de las mezclas de PCR a 25 pl.

Se utilizan las siguientes condiciones de PCR: un paso de 95°C (1-15 minutos); 30 ciclos de 93°C
(1 minuto), 55°C (30 segundos) y 72°C (1 minuto); y un ciclo final de 72°C (5 minutos).

Las PCR en las que se utilizan los cebadores PL1y PL2 (Govan et al., 1999) se ajustan teniendo en
cuenta que se utilizan mezclas de 50 ul que contienen:

i)  1-5ulde ADN molde (véase la preparacién de la muestra);

i)  MgCl22 mM;

iii) 50 pmol de cebador directo (PL1) e inverso (PL2);

iv) cada dNTP auna concentracion de 25 mM;

v) 1Ude polimerasa Taq por ml.

Si es posible, se reduce el volumen de las mezclas de PCR a 25 pl.

Se utilizan las siguientes condiciones de PCR: un paso de 95°C (1 minuto); 30 ciclos de 93°C
(1 minuto), 55°C (33 segundos) y 72°C (1 minuto); y un ciclo final de 72°C (5 minutos). Los pesos
moleculares de los productos de la PCR se determinan sometiéndolos a una electroforesis en gel

de agarosa al 0,8% vy tifiéndolos con una tincion de ADN adecuada. Los productos de la PCR
también se pueden analizar utilizando dispositivos de electroforesis microfluidica o capilar.

Ref. Denomin Secuencia Tamarno del Nivel de
acion producto de especifici
laPCR dad
(Dobbelaere AFB-F 5-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A-3 1096 pb Especie
et al., 2001b) AFB-R 5-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3
(Govanetal,, PLA1 5-AAG-TCG-AGC-GGA-CCT-TGT-GTT-TC-3 973 pb Especie
1999) PL2 5-TCT-ATC-TCA-AAA-CCG-GTC-AGA-GG-3’

En los ultimos afios, se han creado muchos métodos de PCR en tiempo real como métodos
independientes del cultivo para detectar larvas de P. larvae en diversas muestras de miel y de
colmenas, incluidas larvas y abejas adultas. En comparacién con la PCR convencional, estos
meétodos ofrecen la posibilidad de detectar un molde diana con su cuantificacién (si es necesario)
de forma robusta, altamente reproducible, sensible y sin pasos de andlisis posteriores a la PCR,
que requieren mucho tiempo y son propensos a la contaminacion (revisado por Okamoto et al.,
2022).

Al igual que en la PCR convencional, es muy importante realizar controles apropiados (controles
positivos, negativos y de inhibicidn) en paralelo a las muestras problema. También es posible
utilizar kits comerciales de extraccion de ADN (que deben utilizarse siguiendo las instrucciones
del fabricante).
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En cuanto ala eleccion de una prueba PCR para la deteccién de muestras de P. larvae, los usuarios
deben considerar su idoneidad para la finalidad definida. Puede obtenerse mas asesoramiento
de los Laboratorios de Referencia de la OMSA™.

2. Pruebas seroldgicas

No se dispone de pruebas serolégicas.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS

No se dispone de vacunas.
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NB: Existen los Laboratorios de Referencia de la OMSA para la Loque americana
(infeccion de las abejas meliferas por Paenibacillus larvae) (puede consultarse la pagina web de la OMSA:
https:/www.woah.org/es/que-ofrecemos/red-de-expertos/laboratorios-de-referencia/#ui-id-3)
Por favor, contacte con los Laboratorios de Referencia de la OMSA si desea mas informacion sobre las pruebas de
diagnéstico y los reactivos para las enfermedades de las abejas.

NB: ADOPTADO POR PRIMERA VEZ EN 1989 COMO LOQUE AMERICANA.
ULTIMAS ACTUALIZACIONES ADOPTADAS EN 2023.
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