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Resumen

National Bee Unit,dependiente del Central Science Laboratory (agencia ejecutiva del Departamento para medio ambiente,
alimentacién y asuntos rurales - Department for Environment, Food and Rural Affairs, Defra), se encargé de disefar nuevas técnicas de
deteccion de los patégenos de las abejas. En la actualidad estan en estudio dos métodos distintos: una prueba a base de anticuerpos,
para la identificacion de las distintas formas de loque in situ y una prueba de laboratorio, basada en la presencia de los nucledtidos,
para los virus y la identificacion de las especies de abejas.

Los maletines de la prueba in situ para la loque estan concebidos para detectar los microorganismos patdégenos
Melisococcus plutonius y Paenibacillus larvae subesp. larvae. Los anticuerpos monoclonales (IgG) fueron desarrollados en el
Laboratorio Cientifico Central (CSL), a partir de cultivos bacterianos recién aislados, obtenidos de material infectado. Los maletines
(conocidos con el nombre de dispositivos de flujo lateral) se basan en la tecnologia existente, propiedad del CSL. Los anticuerpos
estuvieron sometidos a un riguroso estudio, al efecto de la determinacién de su especificidad para la bacteria relevante, y se ensayaron
para la reactividad cruzada con otras bacterias, habitualmente asociadas a las colonias de abejas, incluidos Paenibacillus alvei y
Brevibacillus laterosporus. Se ensayé ademas sobre la conveniencia de su utilizacién en los dispositivos de flujo lateral. Los maletines
para la loque americana (AFB) se validaron en el laboratorio en 2002, y estuvieron listos para ser ensayados en el campo en 2003, y
los para la loque europea (EFB) estan en curso de realizacion, anticipandose las pruebas de laboratorio en 2003.

La técnica de deteccion de los virus e identificacion de las distintas especies de abejas se basa en el método PCR en tiempo
real, con el nombre de TagMan®. Estan disponibles secuencias genéticas para numerosos virus relacionados con las abejas y ya estan
disefados iniciadores para algunos virus (incluido el virus Cachemira de las abejas y el virus de la parélisis aguda), para su deteccion
en las muestras de abejas meliferas. Aunque todavia es pronto, las sefales son esperanzadoras. La metodologia cuenta con gran
cantidad de muestras-base, con 1500 pruebas potenciales disponibles cada semana, capaces de detectar simultaneamente cuatro
virus diferentes. Por tanto, esta tecnologia dispone de un gran potencial para los proyectos de seguimiento, tanto en el Reino Unido
como en el extranjero. Finalizé asimismo la construccion de una sonda ADN, capaz de identificar el ADN de la abeja africanizada, al
efecto de emprender un estudio sobre estas abejas.

Introduccién

No obstante el avance registrado en el diagnostico de las enfermedades, los métodos rutinarios
utilizados en este ambito se siguen basando en metodologias tradicionales, tales como la microscopia
elemental o la prueba seroldgica. National Bee Unit (NBA), dependiente del Laboratorio Cientifico Central
(CSL) (agencia ejecutiva del Departamento para medio ambiente, alimentacion y asuntos rurales, Defra),
estudia nuevas técnicas para la rapida deteccién de los patégenos de las abejas. En el presente, estan en
estudio dos métodos distintos, a saber: un ensayo de campo a base de anticuerpos, para la identificacion de
las formas de loque, y un ensayo de laboratorio, basado en la presencia de los nucleétidos, para la
identificacion de los virus y la identificacion de las especies de abejas. El presente trabajo pretende
incorporar estos nuevos métodos en la diagnosis de las enfermedades de las abejas y explicar los
progresos registrados hasta ahora.

Las abejas meliferas son afectadas por relativamente pocas enfermedades, que suelen atacar a los
adultos o, de modo especifico, a las larvas. Dos enfermedades de este tipo son la loque americana y la
loque europea; ambas atacan a las larvas y son ocasionadas por las bacterias. La incidencia de estas
enfermedades tiene un considerable impacto econémico en la industria apicola, dada la importancia de las
abejas para la polinizacion y la produccién de miel y cera (CARRECK y WILLIAMS, 1998). Ambas
enfermedades han sido descritas y aparecen citadas en la literatura (SHIMANUKI, 1983; SHIMANUKI, 1990;
RATNIEKS, 1992; HANSEN y BRYDSGAARD, 1999). La loque americana (AFB) es ocasionada por
Paenibacillus larvae subesp. larvae (HORNITZKY, 1998), antiguamente conocida como Bacillus larvae
(HEYNDRICKX et al., 1996), una bacteria aerobia formadora de esporas. La loque europea (EFB) es
causada por la pretenciosa bacteria microaerdéfila Melissococcus plutonius, antiguamente conocida como
Melissococcus pluton (BAILEY y COLLINS, 1982; BAILEY, 1983; TRUPER y DE CLARI, 1998). Sin
embargo, en las larvas afectadas por EFB se encontraron también otras bacterias, entre ellas Paenibacillus
alvei y Brevibacillus laterosporus, consideradas las dos como organismos saprofitos secundarios (ALIPPI,
1991).

Ambas enfermedades de la cria ocurren en todo el munto, si bien la AFB despierta, en general, un
interés mas amplio. La EFB suscita una preocupacién mayor en el Reino Unido, pero tiene un impacto
relativamente escaso en otras partes del mundo (SHIMANUKI, 1990; THOMPSON y BROWN, 2001). En los
términos de la legislacién sobre la sanidad de las abejas de Gran Bretafia (la Orden sobre el combate de las
enfermedades de las abejas, SI 1982 no. 107, 1982), ambas enfermedades deben ser puestas en
conocimiento de las autoridades pertinentes. En Inglaterra y el Pais de Gales, la NBU gestiona los
programas de sanidad, tanto para Defra como para la Junta nacional del Departamento de agricultura de
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Wales (NAWAD). La NBU cuenta con un equipo de inspectores apicolas nombrados, que inspeccionan las
colonias de abejas de todo el territorio inglés y galés. Cuando se sospecha que una colonia tiene una de
estas dos enfermedades de la cria, se toma una muestra larval sintomatica y se envia al laboratorio de
diagndstico de la NBU, donde se le examina para la presencia de las bacterias patdgenas, en vista de la
comprobacion de la enfermedad.

Un maletin de ensayo, capaz de comprobar la enfermedad in situ, sin necesidad de enviar las
muestras al laboratorio, presenta obvias ventajas. Permitiria que los inspectores apicolas comprobaran el
diagnéstico inmediatamente, durante la misma inspeccién, haciendo mas eficaz el combate de la
enfermedad. Igualmente, podria permitir que el personal de diagnosis del laboratorio efectuara un mayor
volumen de labores de investigacion y extender su actividad también a otros aspectos de la sanidad de las
abejas, como es su seguimiento, para la deteccion de los patégenos exdticos. EI CSL cuenta con mas de
600 cientificos, que ponen su pericia al servicio de varias disciplinas, entre las cuales la biologia molecular,
la quimica analitica y la patologia de los insectos. El estamento cuenta ademas con un equipo que dedica
sus esfuerzos al rapido diagnostico de la enfermedad y también a disefiar maletas de ensayos in situ,
basicamente para las enfermedades de las plantas. Estas maletas, denominadas dispositivos de flujo lateral
(LFD), se disefaron para el diagndstico inmediato, in situ, de los virus de las plantas, entre ellos los virus Xy
Y de la patata (DANKS y BARKER, 2000). Nuestra investigacion persiguio la adaptacion de esta tecnologia
para la realizacion de maletas de diagnéstico de la loque, para los inspectores apicolas y los propios
apicultores.

Otro problema de las abejas es el de la presencia de los virus. Estan disponibles varias ténicas,
entre ellas la inmunodifusién sobre gel o las pruebas basadas en ELISA, que se valen de anticuerpos
policlonales (ANDERSON, 1984; TODD y BALL, 2003). Los métodos de que se dispone en la actualidad
pueden servir para muestras altamente infectadas o para un ndmero reducido de muestras, pero no se les
puede aplicar faciimente a estudios de gran envergadura o a la deteccion de bajos niveles del virus, como
es el caso de las infecciones no manifiestas. Hay mas, los métodos seroldgicos, sensibles y especificos, de
deteccion de los virus de la abeja melifera son de dificil aplicaciéon, puesto que muchas preparaciones de
virus de las abejas son mezclas; la mayoria de las colonias contienen uno o varios virus (BAILEY et al.,
1981; STOLTZ et al., 1995; EVANS y HUNG, 2000). Por tal razén, es dificil que se produzcan antisueros
realmente especificos para cada uno de los virus de las abejas (ANDERSON, 1984).

Numerosos virus asociados a las abejas han sido secuenciados en los ultimos afos, con las
secuencias almacenadas en bases de datos con acceso publico, como son GenBank y EMBL (GHOSH et
al., 1999; GOVAN et al., 2000), cuya nomenclatura se establecié con aproximacién (EVANS y HUNG, 2000;
MAYO, 2002). Aun asi, se registraron varios estudios sobre su incidencia (ALLEN y BALL, 1996). La
disponibilidad cada vez mayor de las secuencias virales permiti6 al NBU seguir una nueva técnica de
identificacion de los virus, denominada TagMan®, basada en la PCR en tiempo real.

Materiales y métodos

Dispositivos de flujo lateral

Investigaciones iniciales

Los maletines para pruebas in situ, denominados dispositivos de flujo lateral, estan disefiados para
la deteccion de la bacteria asociada con AFB (P. larvae subesp. larvae). Unos cuantos anticuerpos
monoclonales fueron desarrollados en el CSL y se estudiaron para su especificidad para P. larvae subesp.
larvae. Tras un examen inicial, un anticuerpo es escogido como mas adecuado, en funcion de su actividad,
su capacidad para ser utilizado en LFD y la falta de reactividad cruzada contra otras bacterias asociadas a
la colmena, entre ellas M. plutonius, B. laterosporus, P. larvae subesp. pulvifaciens y P. alvei. Una vez
estudiado y comprobado como especifico, se le introduce en LFD y mas adelante se trabaja con él.

Validacion de laboratorio

La validacion en el laboratorio consiste en ensayar en blanco muestras distintas (habitualmente
enviadas al laboratorio de diagndstico, como parte del servicio de inspeccion de la NBU), para comprobar si
son o no completamente especificas para P. larvae subesp. larvae. Aunque la mayoria de las muestras
ensayadas se infectaron por una de las dos citadas enfermedades de la cria, se incorporaron también otras,
como cria calcificada, y también larvas sanas.
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TagMan® para la identificacion de los virus
Investigaciones iniciales

Al efecto de la realizacién de comparaciones detalladas de la variabilidad de la secuencia inter e
intraviral, los genes de cubierta para el virus Cachemira de las abejas (KBV), el virus de la paralisis aguda
de las abejas (ABPV), el virus de la cria ensacada (SBV) y el virus de la realera negra (BQCV) se
descargaron de la base de datos EMBL. Se efectuaron multiples alineaciones de la secuencia, empleando
el algoritmo CLUSTAL V, en el paquete Megalign (star ADN). Luego, se llevé a cabo el analisis filogenético,
calculando la distancia genética entre los pares de la secuencia, empleando el algoritmo de Jukes y Cantor,
y formando clusteres de estas matrices, conjuntandolos en TREECON (VAN DE PEER y DE WACHTER,
1994). La significacion estadistica de la formacion de las ramas se valoro realizando 100 replicaciones del
nuevo muestreo en "collar", partiendo de los datos originales. Para la secuencia del virus del ala nublada
(CWV), la secuencia sélo esta disponible en el gen de la replicasa y no sucede asi en el gen de la proteina
de cubierta. La secuencia del gen ARN polimerasa (replicasa) dependiente del ARN fue comparada con el
gen de la replicasa para el virus Cachemira de la abeja (KBV); no estan disponibles otras secuencias de la
replicasa.

Sonda TagMan® y disefio del iniciador

El disefio de los iniciadores y las sondas para los ensayos TagMan® se realizé empleando el
programa informatico Primer ExpressTM (PE-Biosystems), como describen MUMFORD et al. (2000).
Iniciadores de avance y regresion, asi como una sonda etiquetada FAM se disefaron para KBV, CWV, SBV
y BQCV. Las zonas de la secuencia escogida para el proyecto del ensayo fueron aquellas donde habia un
alto grado de variacion entre las especies virales, pero también un elevado grado de conservacion dentro de
la especie. Un ensayo testigo interno positivo (IPC) fue concebido para el gen ribozomial 18S de Apis
mellifera. La sonda para este ensayo fue etiquetada VIC, antes que FAM, pudiendo asi servir para multiples
usos con cualquiera de los ensayos virales concebidos. Este testigo permitié el seguimiento de la eficacia
del extracto de ARN de las muestras y evitar falsos resultados negativos (cuando no se detectd ningun
virus, por la extraccion fallada del ARN de las muestras de abejas).

Las pruebas con TagMan®

Las reacciones TagMan® se establecieron sobre placas con 96 pocillas, empleando los maletines
reactivos de nucleo PCR (PE-Biosystems), segun los protocolos facilitados, pero afiadiendo 25 unidades de
M-MLV (Promega) por reaccion. Para cada reaccién se afadié 1 yl de extracto de ARN, hasta un volumen
final de 25 ul. Se centrifugaron las placas en condiciones genéricas de sistema (48°C/30 min., 95°C/10 min.
y 40 ciclos de 60°C/1 min., 95°C/15 seg.), en la secuencia de 7700 6 7900 del sistema de detecciéon (PE-
Biosystems), utilizando la coleccion de datos en tiempo real.

Resultados
Dispositivos de flujo lateral
Investigaciones iniciales

Se desarrollaron varios anticuerpos activos contra P. larvae subesp. larvae. Se estudié a los mas
prometedores y se escogid a uno para continuar estudiando. Este resulté ser completamente especifico
para P. larvae subesp. larvae, al mostrar falta de reactividad frente a cualquiera de las siguientes bacterias:
M. plutonius, B. laterosporus, P. larvae subesp. pulvifaciens, P. alvei, una bacteria anaerobia sin identificar,
aislada de una muestra infectada por EFB, Escherichia coli o Ralstonia solanacearum (causante de la
pudriciéon parda de la papa). Este anticuerpo fue introducido en un ensayo LFD, y se le consideré como
adecuado.



Comisién Permanente de Patologia Apicola

Validacion de laboratorio

La tabla | representa un breve repaso a los resultados de la validacién de laboratorio para LFD AFB.

Tabla |
Repaso a los ensayos de validacién de laboratorio de LFD AFB
Tipo de la muestra No. total ensayado Reaccién con LFD
Muestra positiva AFB 77 71
Muestra positiva EFB 87 1
Otras (por ej., cria calcificada) 31 0

Los resultados indican que el ensayo LFD resultdé ser altamente especifico para las larvas
infectadas por AFB. Se registrdé una sola reaccion falsamente positiva, en una larva previamente congelada,
infectada por EFB; ésta mostr6 una débil reaccion positiva. Habiendo sido la Unica reaccién falsamente
positiva, se consider6 que era un caso aislado, con poca probabilidad de repetirse Las muestras
inicialmente diagnosticadas como positivas para AFB, pero que ulteriormente no reaccionaron con el maletin
LFD, eran muy diluidas; los resultados no sorprenden porque los maletines estan concebidos para la
deteccion de gran numero de esporas, presentes en una larva sintomatica. No se registraron reacciones con
otras larvas ensayadas, como aquellas que contenian P. alvei o B. laterosporus, o las aparentemente
saludables, provenientes de los mismos panales que las demas larvas, afectadas por AFB o EFB.

TagMan® para la identificacion de los virus

Anadlisis de la secuencia

Al comparar las secuencias interesantes de virus, se escogieron zonas aptas para una buena
segregacion de las especies de virus. Destacables son el virus Cachemira de las abejas y el virus de la
paralisis aguda de las abejas: estas dos especies estan estrechamente emparentadas, a pesar de que el
analisis ulterior mostré que la proteina de cubierta puede servir para su separacion. No llegamos a obtener
una muestra purificada de ABPV, para evidenciar la ausencia de reactividad cruzada. La Unica secuencia
disponible para el virus del ala nublada fue el gen de replicasa. Siguiendo la comparacién por pares de la
secuencia, quedé demostrado que el gen de replicasa del virus del ala nublada era idéntico al del virus de
Cachemira, y el ensayo concebido a base de esta secuencia se esperaba que detectara también el virus de
Cachemira.

Pruebas TagMan®

Las pruebasTagMan® disefiadas se utilizaron sobre una gama de preparaciones virales purificadas,
adquiridas a CSIRO, Australia. Los resultados se presentan en la figura 1.

—o—KBV (K14)
—5 KBV (\2)
—a— KBV (K16)
—— CWV
—+—SBV
024 5 1 8 21 2 —e—BQacv

Cycle number —%— SDW
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Figura 1 - llustracién de la deteccién de los virus de las abejas, utilizando la PCR en tiempo real.
A: Deteccion de KBV, por la pruebat KBV, B: SBV, por la prueba SBV, C: BQCV, por la prueba BQCV y
D: deteccion de KBV por la prueba CWV. SDW es el testigo negativo, diluido en agua.

Como se ha visto, en cada caso la prueba dio el resultado esperado. Las pruebas para el virus de la
cria ensacada y el virus de la realera negra son plenamente especificos, mientras que los para el virus de
Cachemira y el virus del ala nublada detectaron todas las formas aisladas del virus de Cachemira. No
obstante, ninguna de las pruebas detect6 el ARN en la preparacién del virus del ala nublada; hay que seguir
investigando, antes de que las causas del fendmeno se puedan confirmar, si bien se sospecha que el ARN
de la preparacion habia sido degradado. La prueba para el virus de Cachemira aparecié como especifica
para las formas de KBV aisladas.

Discusiones

Los métodos detallados en el presente trabajo son novedosos para el ambito de la diagnosis de las
enfermedades de la abeja melifera, aunque vienen siendo utilizados, desde hace varios afios, para las
enfermedades de las plantas (MUMFORD et al., 2000; DANKS y BARKER, 2000). Sin embargo, se los
adapto con éxito para ser utilizaros en las abejas.

Las pruebas in situ para la loque americana representan una concepcion completamente nueva en
la diagnosis de las enfermedades de las abejas. En los paises donde las enfermedades de las abejas son
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diagnosticadas, los analisis se suelen llevar a cabo en un laboratorio (ALIPPI, 1991; OIE, 2000). La
posibilidad de efectuarlos sobre el terreno suscita gran interés, sobre todo en los paises donde es imposible
que se disponga de amplios servicios de inspeccién, como es Australia (GOODWIN, comunicacion
personal). También estan en vias de realizacion maletas para la deteccién de la loque europea; actualmente
en fase de validacion en el laboratorio. Se anticipa que la fase de validacion sobre el terreno se iniciara, en
el Reino Unido, antes de finalizar la temporada de 2003. Esta enfermedad presenta maximo interés en el
Reino Unido (THOMPSON y BROWN, 1999).

La deteccion de los virus mediante la técnica TagMan® posee un inmenso potencial para la
actividad futura, tanto en el Reino Unido como en el extranjero. Hasta ahora, cualquier investigacion sobre la
presencia de los virus de las abejas en las colonias ha estado en dependencia del acceso a los antisueros.
Asi, la comparacién de los datos ha estado en funcién de la especificidad de los antisueros realizados en
diversos laboratorios. El hecho tiene particular importancia, dada la gran incidencia de las infecciones virales
en las abejas y sus colonias (EVANS, 2001). Los ensayos cuantitativos, similares a ELISA, también
requieren del acceso a anticuerpos adecuados y a preparaciones virales purificadas (TODD y BALL, 2003).
En la mayoria de los casos, los estudios efectuados no lograron detectar infecciones no manifiestas,
utilizandoseles basicamente con funcién de diagnéstico (HORNITZKY, 1987; ALLEN y BALL, 1996). Por las
metodologias utilizadas, también estan limitados en cuanto al tamafio de las muestras (TODD y BALL,
2003) y, por eso, no proporcionan siempre resultados concluyentes (RIBIERE et al., 2000). Aun asi, como
muestra el presente estudio, la utilizacién de la tecnologia TagMan® supera los problemas ligados a la
disponibilidad del reactivo, hace posible la aplicacién de métodos RT-PCR de alta sensibilidad y caracter
especifico, y se han de utilizar cuantitativamente (por varios 6rdenes de tamafios) sobre gran nimero de
muestras, y la utilizacién del testigo del gen ribosomial interno 18S permite valorar la eficacia de la
extraccion, asegurando que no habra resultados falsamente negativos.

Esta bien claro que estas nuevas tecnologias se pueden aplicar con éxito para la deteccion de las
enfermedades de las abejas. La continuacion de las investigaciones se anticipa para los dos ambitos en
relaciéon con los cuales se aporta informacién en el presente trabajo. Todo esto puede llevar a una nueva
era en el entendimiento de algunas de las incégnitas, en el mundo muchas veces misterioso de estas
infecciones y, tal vez, a la instauracion de mejores métodos de manejo de las enfermedades de las abejas.
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