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Resumen

Las infecciones por A. apis, P.larvae y M. plutonium tienen un impacto importante en las
comunidades de Apis mellifera tanto del punto de vista ambiental como econdmico. Ascosphaera
apis, difundido globalmente, provoca la ascosferosis, también conocida como enfermedad de la
tiza, una micosis invasiva que afecta a las larvas en desarrollo. Las condiciones ambientales como
humedad y temperatura influyen en la diseminacion de la infeccion. La virulencia esta asociada al
tipo de apareamiento y a factores genéticos tanto del hongo como de la abeja hospedera. P. larvae
y M. plutonium infectan las larvas de las abejas siendo la actividad patogénica de estas bacterias
muy intensa conduciendo a la destruccion de las colonias. La diseminacion de la infeccidn esta
influenciada por el comportamiento de las abejas dentro de la colmena. Si bien los mecanismos por
medio de los cuales estos agentes patdgenos ejercen su accion estan bien establecidos, los
procedimientos de diagndstico adecuado a nivel de los apiarios todavia no estan bien
implementados. Es necesario establecer protocolos de rutina de diagnostico temprano basados en
técnicas de biologia molecular para evitar que estas infecciones se desarrollen. Los avances de la
biologia molecular permitirdn a corto plazo la identificacion y distribucion tanto de cepas de
hongos como bacterias lo que permitira un mejor control sanitario de los apiario y brindardn mas
informacién sobre el comportamiento de estas bacterias en términos de adaptacion a distintos

habitats, asi como de resistencia y susceptibilidad a los antibiéticos.

Palabras claves: Abejas, Agar, Agente Patdgenos, PCR



Abstract

Infections by A. apis, P. larvae and M. plutonium have a significant impact on Apis
mellifera communities from both an environmental and economic point of view. Ascosphaera apis,
widespread globally, causes ascospherosis, also known as chalk disease, an invasive mycosis that
affects developing larvae. Environmental conditions such as humidity and temperature influence
the spread of infection. Virulence is associated with the type of mating and genetic factors of both
the fungus and the host bee. P. larvae and M. plutonium infect bee larvae, and the pathogenic
activity of these bacteria is very intense, leading to the destruction of the colonies. The spread of
the infection is influenced by the behavior of the bees within the hive. Although the mechanisms
through which these pathogenic agents exert their action are well established, adequate diagnostic
procedures at the apiary level are not yet well implemented. It is necessary to establish routine
protocols for early diagnosis based on molecular biology techniques to prevent these infections
from developing. Advances in molecular biology will allow the identification and distribution of
both fungal and bacterial strains in the short term, which will allow better sanitary control of
apiaries and will provide more information on the behavior of these bacteria in terms of adaptation

to different habitats as well as resistance and susceptibility to antibiotics.

Keywords: bees, agar, pathogens, PCR
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Introduccion
En la actualidad hay alrededor 50 millones de colonias de abejas, en su mayoria de Apis
mellifera que mantienen en todo el mundo una produccion anual de miel de mas de 600.000
toneladas. Es la especie mejor distribuida, encontrandose en Europa, Asia occidental y toda Africa,
excepto en las zonas deseérticas. Esta especie de abeja es superior a otras debido a que mantiene
una reina prolifica, menos tendencia a enjambrar, temperamento suave, buena calidad de

recoleccion de miel y proteccidn contra enemigos excepto las avispas.

Las abejas meliferas no s6lo son importantes por la miel que producen, sino que también
son vitales como polinizadoras de cultivos agricolas y horticolas. De hecho, Apis mellifera se
considera uno de los polinizadores mas importantes de muchos cultivos agricolas, asi como plantas
herbaceas. Las colonias de abejas ademas estdn asociadas con una gran diversidad de

microorganismos importantes para los ecosistemas (Chand & Srivastava, 2019).

En los dltimos afios se han reportado graves pérdidas de colmenas de abejas y una disminucion notable de
la poblacién de abejas meliferas en todo el mundo (Barrientos Calle & Agudelo Valencia, 2016;
Cabaries, 2018; Ziegler et al., 2021). La disminucion en la vitalidad y viabilidad de las colonias de
abejas es multifactorial e incluye por una parte la aplicacion de acaricidas, fungicidas, antibi6ticos
y agroquimicos (He et al., 2021; Krainer et al., 2016; Suchail et al., 2000), pero también la
desnutricion relacionada a alteraciones en la microbiota (Maes et al., 2016), los cambios
ambientales (Becsi et al., 2021; Brodschneider et al., 2019) y la exposicion a agentes patdgenos

(Hybl et al., 2021; Tejerina & Benitez-Ahrendts, 2021; Zinatullina et al., 2018).

En este trabajo se realizd una revision bibliografica, sobre las caracteristicas de la infeccion de las abejas
por patdégenos fungicos, particularmente Ascosphaera apis, asi como de patdgenos bacterianos

importantes como Paenibacillus larvae y Melissococcus plutonius los cuales afectan



particularmente las abejas meliferas que constituyen un valor ecoldgico y comercial importante en

todo el mundo.

La revision de la bibliografia se realiz6 con el apoyo de “bases de datos cientificas
internacionales y regionales como: https://scihub.org/search/; doarj.org; redaly.org; scopus.com;

researchgate.net; google scholar.com; scielo.org”.



Justificacion

Resulta significativo analizar informacion orientada a establecer e identificar los agentes
patdgenos como Ascosphaerae apis (Asocosferosis), Paenibacillus larvae (Loque americana),
Melissococcus plotunius (Loque europea). Teniendo en cuenta que las abejas desempefian un
papel importante en la polinizacion de plantas con flores determinando que es el principal
polinizador en este tipo de sistemas es importante acotar que un tercio de la alimentacion de la
humanidad depende de la polinizacion de estos insectos, generando la conservaciéon y
preservacion de este material vegetal por lo tanto las abejas juegan un rol importante para la
proteccién ambiental, la biodiversidad y regeneracion del planeta.

Los agentes patdgenos causantes de enfermedades en las abejas Apis mellifera, reportan
influencias negativas en la productividad de las colonias y en la supervivencia de las poblaciones
de estos insectos.

Por otra parte, los resultados de esta investigacion aportaran a reconocer de manera mas

eficiente estos patdgenos en la comunidad apiaria y tener claridad de un mejor tratamiento.
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Objetivos

Objetivo General

Realizar una revision literaria de los agentes bacterianos y micoticos que se presentan en la abeja Apis

mellifera en Colombia para determinar su tratamiento.

Obijetivos Especificos

o Identificar las condiciones y comportamientos que pueden diseminar la enfermedad por
Ascosphaera Apis.
o Reconocer los signos clinicos de la enfermedad causada por agentes bacterianos ( P.larvae

y M plutonium)

o Reconocer los diferentes cultivos de diagnostico y determinar el mas apropiado para
obtener diagndsticos tempranos para Loque Americana ( P.larvae )

o Identificar los posibles tratamientos teniendo en cuenta los agentes infecciosos causantes

de las enfermedades de Logue Americana, Loque Europea y Cria enyesada.
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Metodologia

Para la presente monografia se toma como punto de partida la informacién que se puede recopilar
para identificar las caracteristicas de agentes infecciosos ( Ascosphaera apis, Paenibacillus
larvae y Melissococcus plutonius) por lo cual la presente revision bibliografica fue sustentada en
articulos de revistas cientificas indexadas, tesis de universidades, revision bibliografica de base
de datos de articulos cientificos disponibles en la red usando como buscador Google Académico

y base datos de universidades extranjeras.

Como método para la busqueda y seleccion de las respectivas referencias bibliogréaficas se
efectud una busqueda sistematica y objetiva en las bases de datos mencionadas utilizando
términos como: Virus, Virulencia, Abejas meliferas, Ascosphaera apis, Paenibacillus larvae,
Melissococcus plutonius. Los articulos arrojados fueron seleccionados por el titulo tomando en
cuenta la pregunta de investigacion, para posterior a esto realizar un filtro mediante la
informacion suministrada en el abstract teniendo en cuenta el direccionamiento de la

investigacion bibliogréfica realizada.



CyberLeninka es una biblioteca electrdnica cientffica construida sobre el paradigma de la ciencia abierta, cuyas
principales tareas son popularizar la ciencia y la actividad cientffica, el control piblico sobre la calidad de las
publicaciones cientfficas, desarrollar la investigacion interdisciplinaria, un instituto moderno de revision cientifica,
aumentar la cita de la ciencia rusa y construir una infraestructura de conocimiento.

Pionero en la publicacién académica de acceso abierto, MDPI ha apoyado a las comunidades académicas desde 1996.
Con sede en Basilea, Suiza, MDPI tiene la mision de fomentar el intercambio cientffico abierto en todas sus formas, en
todas las disciplinas.

Taylor & Francis Group es una empresa britanica que publica libros y revistas académicas. Es una division de Informa
ple, una compafiia editorial y organizadora profesional de conferencias radicada en el Reino Unido.

La Sociedad de Quimica y Toxicologia Ambiental (SETAC) es una organizacion profesional y global sin fines de lucro,
que esta compuesta por alrededor de seis mil miembros e instituciones dedicadas al estudio, andlisis y resolucion de
problemas ambientales, gestion y regulacién de los recursos naturales, y educacion, investigacion y desarrollo sobre
probleméticas ambientales.

J-STAGE es una plataforma para publicaciones académicas en Japén. Es desarrollado y administrado por la Agencia
Japonesa de Ciencia y Tecnologia (JST).

Elsevier, Science Direct, en el cual se clasificaron y seleccionaron para la revision. Elsevier es una empresa de analisis
de informacion global que asiste a instituciones y profesionales en el progreso de la ciencia, cuidados avanzados en
materia de salud, asi como mejorar la ejecucion de los mismos para el beneficio de la humanidad.

SciELO Data es un repositorio multidisciplinario para depositar, preservar y difundir datos de investigacién de articulos
enviados, aprobados para publicacion o ya publicados en revistas de la Red SciELO o depositados en SCIELO
Preprints.

Semantic Scholar es una herramienta de investigacién gratuita inpulsada por LA para la literatura cientffica, con sede en
elinstituto Allen para la IA.

Proporcionar a los investigadores acceso a millones de documentos cientfficos de revistas, libros, series, protocolos,
obras de referencia y actas.

Universidad nacional de la plata

Cabi La Base de Datos de Ciencia Animal es una fuente organizada de informacién que se actualiza regularmente y de
facil acceso y gestion. Actualizada semanalmente, la base de datos proporciona informacion bibliogréfica y restimenes
para todos los aspectos de la ciencia animal y la medicina veterinaria, incluida la nutricion, la cria, la genética, la ciencia y
tecnologia lacteas, la biotecnologia y la produccion animal.

Universidad Nacional
Abierta y a Distancia

Universidad nacional abierta y a distancia UAND

THE ROYAL SOCIETY

Royal Society Open Science es una revista abierta que publica investigaciones originales de alta calidad en toda la gama
de la ciencia sobre la base de una revision objetiva por pares. La revista cubre toda la gama de ciencias y matematicas y
permite a la Sociedad publicar todo el trabajo de alta calidad que recibe sin las restricciones habituales sobre el alcance,
la duracion o el impacto.

uns

Universitat Autdnoma
de Barcelona

UAB universidad auténoma de Barcelona

Fuente: propia del autor
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Ascosphaera Apis

Entre los principales agentes patogénicos que afectan las colonias de abejas se encuentra el hongo
Ascosphaera apis, difundido en los altimos afios en varios paises en todo el mundo, provocando
ascosferosis, también conocida como enfermedad de la tiza. La infeccion por Ascosphaera apis se
caracteriza por ser una micosis invasiva que afecta a las larvas en desarrollo. Se genera cuando las
larvas ingieren las esporas del hongo con su alimento. Las hifas se desarrollan en el intestino
medio, alcanzando la superficie después del sellado de las células, generando una condicion de
microaerofilia, que permite el crecimiento de hongos, produciendo mas tarde cadaveres
momificados con la apariencia de tiza (Castagnino et al., 2020; Tejerina & Benitez-Ahrendts,

2021).

Transmision De La Infeccién

En el curso del tiempo, Ascosphaera apis se ha adaptado estrechamente a las abejas meliferas aunque solo
puede invadir la cria'y no abejas adultas. Las esporas de A. apis no pueden germinar en la cuticula
de la larva, por lo tanto, la infeccién comienza cuando las larvas ingieren las esporas con el alimento
(Castagnino et al., 2020). Los modos de infeccidn larvaria distinguen a esta especie de otros hongos
entomopatogenos que si son capaces de penetrar la cuticula del insecto sin la necesidad de ingestion
(Evison, 2015). Por esta razdn, no es posible utilizar los métodos conocidos para estudiar hongos
entomopatogenos comunes (Evison, 2015; Evison & Jensen, 2018). Después de la ingestion, las
esporas de A. apis necesitan elevadas concentraciones de CO; para comenzar la germinacién
(Heath & Gaze, 1987). EI ambiente anaerobico del intestino de las larvas en donde los tejidos son

una fuente de CO: es vital para este proceso, siendo la temperatura 6ptima para la germinacion de
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35°C (Mréz et al., 2021). Después de su activacion, las esporas se hinchan y crean tubos germinales
que se convierten en hifas dicotomicas. EI micelio luego penetra a través de la membrana
peritréfica de las larvas a la cavidad del cuerpo y crece hasta el extremo posterior, donde rompe la
barrera. Posteriormente se generan quistes de esporas (ascomas). Las ascosporas que son las unicas
unidades infecciosas que causan la enfermedad de la tiza, se forman en bolas de esporas que se
localizan en quistes resistentes. Las esporas contienen dos nlcleos; el mas grande se encuentra en
el centro y el segundo mas pequerio esta situado cerca del extremo de la espora (Mréz et al., 2021).
La pared de las esporas esta formada por tres capas y contiene quitina como componente principal,
lo que ayuda a que las ascosporas permanezcan viable durante muchos afios (Evison, 2015; Mraz

etal., 2021).

Entre los primeros signos clinicos de la enfermedad se encuentra la presencia de larvas muertas que se
encuentran cubiertas por una pelusa blanca de moho y por lo general se encuentran hinchadas
(Mréz et al., 2021). Después de un tiempo, se encogen y se vuelven negras/grises o blancas,
dependiendo de la presencia de estructuras reproductivas (Heath, 2015). Al final del ciclo de
desarrollo del hongo, las larvas se momifican (Heath, 2015). La tiza es reconocida facilmente por
la deteccion visual de las crias de abejas momificadas, conocidas como crias de yeso 0 momias de
yeso, en el tablero inferior de las colmenas, asi como en celdas destapadas (Mréz et al., 2021). Sin
embargo, un bajo nivel de infestacion de esta enfermedad (menos del 12% de infeccion) no es

reconocible porgue las abejas obreras eliminan la cria de abejas infectadas (Jong, 2015).
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Factores Que Influyen En El Desarrollo Y La Infeccidon

La enfermedad de la tiza se considera una enfermedad relacionada con el estrés, lo que podria estar
influenciando su mayor incidencia en los ultimos afios (Evison, 2015; Mraz et al., 2021). Las abejas
meliferas se estresan por muchos factores ambientales que atn deben ser identificados (Mréaz et al.,
2021). La tiza es considerada una enfermedad cronica porque persiste en las colmenas durante
mucho tiempo y puede brotar en cualquier momento, dependiendo de la condiciones, lo que hace
que esta enfermedad sea més peligrosa (Vojvodic et al., 2011). También se ha observado que la
enfermedad de la tiza es méas frecuente en condiciones climéaticas himedas, bajo temperaturas
fluctuantes, o cuando las colonias de abejas se alimentan en exceso con jarabe de azlcar (Mraz et
al., 2021; Vojvodic et al., 2011). Esta situacion puede ocurrir cuando hay una gran cantidad de
larvas en los panales y un nimero relativamente pequefio de obreras abejas cuidando de la cria, las
cuales calientan el espacio hasta una temperatura cercana a la temperatura 6ptima de germinacion

de las esporas de 35 °C (Mraz et al., 2021).

Hay algunos indicios de que la prevalencia de este hongo, que es uno de los méas contagiosos y patdégenos
destructivos de la cria de abejas, estd aumentando (Evison & Jensen, 2018). Por ejemplo, en
algunos lugares, como el norte de Tailandia y China, en donde predominan las especies de Apis
cerana, que son poco susceptibles a patégenos flngicos, hay una mayor incidencia de A. apis (Chen
et al., 2018). Este hecho contribuye a la prevalencia mundial de y se suma a la importancia de la
enfermedad. Aunque este hongo es fatal para los criaderos de las larvas abejas, el crecimiento de
larvas en colonias individuales rara vez causa pérdidas. Sin embargo, desde el punto de vista
comercial, provoca importantes pérdidas en el nimero de abejas y la productividad de las colonias

lo que lo convierte en un enfermedad importante (Evison & Jensen, 2018).
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No existe un agente terapéutico registrado contra la enfermedad de la tiza y es dificil involucrar o encontrar
un agente de control efectivo a pesar de los resultados prometedores con aceites esenciales de
plantas que se han reportado recientemente (Hybl et al., 2021). Asi, por estas razones, es necesario
entender el ciclo de vida y la patogenia de A. apis. Desde este punto de vista, la optimizacién de
métodos de cultivo y el establecimiento de cultivos in vitro estables y eficaces con un alto
rendimiento de ascosporas son cruciales. Los avances de la biologia molecular también pueden
aportar evidencias importantes sobre la filogenia y las caracteristicas patogénicas de estos hongos

que faciliten la identificacion de blancos terapéuticos.

Es importante considerar que los hongos han desarrollado varias estrategias especializadas para superar
los mecanismos de defensa de los insectos y alcanzar los nutrientes. Cuando invaden un tipo

apropiado de insecto, el huésped les proporciona todo el espectro de nutrientes que necesitan.

El tipo de alimento de las abejas influye significativamente en la germinacion, crecimiento, la produccién
de enzimas y por lo tanto también en la virulencia de los hongos entomopatdgenos. Trabajos
experimentales han determinado que A. apis crece mas rapido en medios ricos en azucar como
SDA, YGPSA, MEA, PDA-Y o PDA-BB. Mientras que muestran un crecimiento mas lento en
medios sin aztcar como CDA y Oxoid ISA (Mréz et al., 2021). La dependencia del crecimiento
del tipo de azucares de A. apis se debe a que puede utilizar facilmente arabinosa, dextrosa, manosa,
galactosa, sacarosa, maltosa, lactosa, trehalosa, glucosa, fructosa e incluso dextrina y almidon. Por
el contrario, los medios ricos en grasas y nitrdgeno no son adecuados para el crecimiento de A. apis

(Huber, 1958).

La determinacion de la temperatura 6ptima para el crecimiento de A. apis ha arrojado resultados diferentes.
Algunos trabajos han determinado que la temperatura éptima para el cultivo de A. apis en medios

artificiales de uso comun es de 30 °C (Mréaz et al., 2021). Esta podria ser una de las razones por
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las que A. apis se propaga mas rapido en colonias de abejas débiles, que no pueden mantener una
temperatura alta y estable en las colmenas. Sin embargo, otros autores han reportado tasas méas
altas de infeccion en crias de abejas mantenidas in vitro a 25 °C (77,62 %) que a 30 °C (15,31 %)
, siendo observada la tasa méas baja a 35 °C (2,22 %) (Flores et al., 1996). Estas diferencias entre
el crecimiento de A. apis en medios artificiales y en condiciones naturales probablemente se deban
a la baja temperatura para el desarrollo de la cria de abejas. La temperatura inferior a la éptima
reduce la actividad de los procesos fisiologicos y contribuye a un metabolismo més lento de la cria
de abejas, lo que hace que la cria de abejas sea mas susceptible a los patdgenos (Medrzycki et al.,
2010). Sin embargo, debido a que en condiciones naturales A. apis puede crecer en un amplio
rango de temperatura, desde 22 °C hasta 45 °C (Mraz et al., 2021), las condiciones éptimas de

crecimiento parecen depender de una cepa en particular y del area de su ocurrencia.

Virulencia

Otro factor importante a considerar es la virulencia de distintas cepas de este hongo. Se ha reportado que
la tasa de crecimiento segun los tipos de apareamiento de A. apis, determina el grado de virulencia.
Su importancia se explica por el modelo de evolucion de super-infeccion en el que las cepas no
cooperan sino que compiten entre si (Evison, 2015). Si solo hay un parésito que invade un
hospedador, puede explotar completamente los nutrientes del hospedador debido a la ausencia de
competencia. Sin embargo, si el hospedador es atacado por mas parasitos, lo cual es muy comun
en la naturaleza, incluso con A. apis, es muy probable que los parasitos menos virulentos sean
superados o suprimidos por los de crecimiento mas rapido (Evison, 2015). Eso conduce a la

seleccién de cepas mas virulentas (Samuel Alizon et al., 2013), asumiendo una alta capacidad de
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transmision (S Alizon et al., 2009). Se ha reportado que las cepas de A. apis més virulentas pueden
tener una ventaja evolutiva. De hecho, se ha observado un aumento de la virulencia tras la co-
infeccion artificial por varias cepas en tres generaciones (Evison, 2015). Algunas de las lineas
replicadas del parasito incluso desaparecieron. EI modelo de super-infeccion por A. apis también
ha sido confirmado por Klinger et al.,(2015) que probd la virulencia de tres especies en una
infeccion mixta. EI aumento de la virulencia a menudo conduce a una disminucién de la aptitud
del parasito debido a una muerte mas rapida del hospedador y a una menor cantidad de nutrientes
(Alizon et al., 2009). Es probable que, después de algun tiempo, solo permanezcan en un area las
cepas mas adaptadas al hospedador .y en ese caso las cepas de muy alta o baja virulencia
desaparecerian. Una excepcion seria, por ejemplo, una especie heterotalica, donde se necesitan dos
tipos de apareamiento opuestos para asegurar la reproduccién. En este caso, incluso puede haber
una ventaja para un tipo de apareamiento menos virulento y menos abundante (Buckling &
Brockhurst, 2008). La ventaja evolutiva de los tipos de apareamiento de crecimiento mas lento es
una mayor competitividad en situaciones especificas; por ejemplo, pueden explotar mejor las
fuentes de nutrientes deficientes debido a su lento crecimiento. Por el contrario, un tipo de
apareamiento mas virulento necesita mas nutrientes para sustentar su crecimiento mas rapido. De
hecho, la evidencia indica que solo en medios pobres en nutrientes (CDA y Oxoid ISA) el tipo de
apareamiento (+) crece mas rapido que el tipo de apareamiento (-) (Mraz et al., 2021). Otra ventaja
radica en la baja limitacion de reproduccion porque un tipo de apareamiento de crecimiento mas
rapido probablemente sea mas abundante. Eso significa que es mas facil aparearse y sobrevivir en

un area determinada.

Otro factor que influye en la virulencia-resistencia a esta infeccion es la variabilidad genética. En este

sentido algunos trabajos han demostrado la variacion en la virulencia entre distintas cepas de A.
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apis. Mas aun, diferentes cepas del hongo interactian de manera diferente con el hospedador
determinando la ausencia o presencia de la enfermedad de la tiza asi como su propagacion (Lee et
al., 2013). Sin embargo trabajos recientes llevados a cabo en apiarios australianos para investigar
la variacion genética de A. apis y las condiciones a nivel de colonia y apiario, para identificar si
una cepa emergente mas virulenta es responsable de la prevalencia y de la enfermedad, reportaron
resultados diferentes. En este trabajo se identificaron seis cepas genéticamente distintas de A. apis,
cuatro reportadas en otros lugares y dos exclusivas de Australia. Se encontré que las colonias y las
larvas individuales estaban infectadas con multiples cepas de A. apis. No se observé que las cepas
individuales, las combinaciones de cepas o las caracteristicas obvias de la colonia o del apiario
tuviesen un valor predictivo de los niveles de infeccion de la colmena. Estos resultados sugieren
que el genotipo del hospedador que le confiere la capacidad de resistencia juega un papel

importante, lo cual debe ser estudiado con mayor profundidad (Gerdts et al., 2021).

Tratamiento
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Paenibacillus Larvae

La “Loque Americana” esta considerada como una de las enfermedades bacterianas méas graves que se han
observado en las larvas de A. mellifera, presentando ademas una amplia distribucion en el mundo
(Arrivillaga, 2021). Esta patologia es causada por la bacteria Paenibacillus larvae (P. larvae). Se
caracteriza por ser una bacteria Gram positiva flagelada. La forma infectante de este patdgeno es
por endosporas altamente resistentes. Los signos clinicos de la afeccion se presentan en la etapa de
pupa aunque la bacteria en realidad infecta las larvas (Finfhaus et al., 2018). La actividad
patogénica de esta bacteria es muy intensa conduciendo a la destruccion de las colonias de abejas
(Finfhaus et al., 2018). La fase infectante comienza cuando las esporas son ingeridas con el
alimento, particularmente miel, polen y jalea real los cuales son proporcionados constantemente
por las abejas nodrizas a las larvas (Gillard et al., 2008). Ha sido reportado que las primeras 36
horas después de la eclosién del huevo son cruciales para la susceptibilidad de las larvas de las
abejas meliferas (Arrivillaga, 2021). Esta susceptibilidad a la infeccion disminuye en las larvas de
mayor edad requiriéndose elevadas dosis de bacterias para el desarrollo de la infecciébn mientras
que las abejas adultas no son afectadas. Asi, evidencias experimentales han mostrado que la dosis
letal media es significativamente menor para larvas de 24-48 horas de edad comparada con la dosis
que se necesita para matar larvas de mas de 2 dias (Arrivillaga, 2021) Entre los factores que
influencian la relacion dosis/mortalidad, se encuentran la virulencia de la cepa bacteriana y factores

intrinsecos de origen genético en las abejas infectadas.

Dentro del hospedador, en el intestino de las larvas, ocurre la germinacién de las esporas infectantes, que
posteriormente penetran la “membrana peritréfica” hasta alcanzar la hemolinfa en donde ocurre el

proceso de multiplicacion (Funfhaus et al., 2018). La causa de la muerte de las larvas es una
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infeccion generalizada. Posteriormente, despojos larvarios son digeridos por las bacterianas
vegetativas. después del proceso de esporulacion las bacterias transforman el material de origen
larvario en una estructura gomosa que se transforma a su vez en escamas secas que constituyen un

reservorio de esporas de P. larvae (Funfhaus et al., 2018) .

La infeccion por esta bacteria causa grandes pérdidas econdmicas a la industria de la apicultura por lo que
ha sido considerada como una enfermedad de interés comercial por la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (OIE). Con excepcion de la region central africana y de la india en donde no hay
reportes de la enfermedad, este patdgeno se encuentra distribuido en todo el mundo. En particular
en Ameérica latina se ha reportado en varios paises incluyendo Uruguay, Colombia, Ecuador, Perd,
México, Cuba, Belice, Haiti, Bermudas, Jamaica, Bahamas, Costa Rica, Guatemala, Nicaragua,

Panam4, Chile y Argentina (Arrivillaga, 2021).

Fisiopatologia De La Infeccion

Las evidencias mas resaltantes de la presencia de este patdgeno es la forma en que se presentan en las
colonias, generalmente celdas vacias alternadas con celdas con crias que pueden estar “operculadas
o0 desoperculadas” (Arrivillaga, 2021). “Los opérculos se presentan oscuros, hundidos, a menudo
perforados y, al introducir un palillo en el interior de las celdas, se observa que la pupa se ha
transformado en un “material pegajoso”, que Se estira mas de 2,5”(Arrivillaga, 2021, p.14).
Consecuentemente, las pupas que son infectadas por las bacterias se transformaran en escamas que
se disponen extendidas y firmemente adheridas en toda la celda. Una caracteristica relevante es el

olor a pegamento de carpintero que despiden las colonias afectadas. Estas caracteristicas
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constituyen el diagnostico inicial de la presencia de la infeccion (Gillard et al., 2008).
Posteriormente se debe realizar el diagnostico bacteriologico que incluye el aislamiento e
identificacion de las bacterias en el material proveniente de las colonias infectadas. Hoy en dia se
utilizan técnicas de biologia molecular como el PCR en tiempo real para la identificacion de las

cepas de bacterias infectantes(Andrade et al., 2019; Martinez et al., 2010).

Las esporas de P. larvae son extremadamente resistentes, con una viabilidad de hasta mayor de 20 afios
tanto en el campo como en la miel y en el material apicola, favoreciendo la diseminacion de la
infeccion lo que constituye un problema para el control de la misma (Jelinski, 2003). La resistencia
de las esporas esta relacionada con su estructura la cual les permite resistir al efecto de agentes

desinfectantes (Arrivillaga, 2021).

La dinamica de la actividad de las colmenas es un punto crucial para la diseminacion de la infeccion.
Dentro de sus actividades, las abejas limpiadoras utilizan sus mandibulas y maxilas para eliminar
tanto el material viscoso como el escamoso de las celdas de la colmena. Esa accion se traduce en
la infeccion con esporas de la bacteria de las estructuras bucales de las abejas. El proceso de
socializacion de las abejas que requiere una serie de actividades entre ellas las de servir de nodrizas
para la alimentacion de las larvas. El alimento para las larvas de mayor tamafio esta compuesto por
una mezcla de miel, polen y saliva y el de las larvas méas pequefias de jalea real producida en las
abejas por las glandulas hipo faringeas. Por otra parte, las abejas recolectoras suplen las colmenas
con néctar o polen, el cual es recolectado por las abejas obreras que lo depositan en las celdas.
Cuando hay una infeccién con P. larvae estos procesos diseminan la infeccion desde las abejas
limpiadoras que se infectan con las esporas de las escamas, que luego al ejercer de nodrizas,

distribuyen las esporas en el alimento de las larvas (Mutinelli, 2011).
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Una vez que las colonias estan infectadas con la bacteria, las esporas se pueden diseminar también en los
enjambres debido al trafico normal de las abejas dentro del enjambre. Asi el intercambio las
sustancias alimenticias y otros materiales dentro de la colmena determinan la multiplicacion y
diseminacion de la infeccidn. Si bien, una colonia enferma se puede diagnosticar con la presencia
de signos clinicos, una gran cantidad de colonias pueden albergar la bacteria de forma asintomatica.
De ahi la importancia de la utilizacién de técnicas de biologia molecular para su diagnostico

(Andrade et al., 2019).

Identificacion De Cepas Y Diagnostico

En la ultima década, se ha logrado un progreso considerable en la comprensién y reclasificacion
taxondmica del agente causal, asi como en el diagnostico de esta infeccion. Los métodos
tradicionales, como el reconocimiento de los sintomas clinicos tipicos de la infeccion, el cultivo de
larvas de P. larvae a partir de crias enfermas asi como la microscopia, han proporcionado medios
eficaces y econémicos para diagnosticar la enfermedad. Ademas, en los Gltimos afios ha habido un
gran avance en la deteccion de larvas infectadas, utilizando técnicas moleculares, técnicas de
inmunoensayo asi como técnicas avanzadas de cultivo lo que ha proporcionado una gama mas

amplia de metodologias para un diagnostico eficiente.

En 100 afios de esfuerzos para cultivar P. larvae, se ha logrado un progreso considerable en el desarrollo
de medios que promuevan la germinacion y el crecimiento de esporas (De Graaf et al., 2006). Con
el tiempo, se desarrollaron o adaptaron nuevos medios de cultivo para su uso en el diagndstico:

agar J (o medio J) , agar de infusion de cerebro y corazon suplementado con tiamina, caldo Mueller-
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Hinton, extracto de levadura, agar fosfato de potasio, glucosa y piruvato (MYPGP), agar sangre
Columbia, agar sangre de carnero y agar larvae Paenibacillus (PLA) Este medio ofrece la ventaja
adicional de que se inhiben la mayoria de los microorganismos normalmente presentes en la
colmena y en los productos apicolas. Ademas, permite la incubacion en aire, mientras que los

medios prescritos anteriormente a menudo requerian incubacién bajo COz ( De Graaf et al., 2006).

El primer ensayo de PCR para la identificacion de P. larvae fue desarrollado en 1999 y se baso en el gen
16S rRNA. Este gen de las bacterias se utiliza para estudios filogenéticos y de deteccion de
bacterias ya que su secuencia esta altamente conservada entre especies tanto de bacterias como de
arqueas (Martinez et al., 2010). Posteriormente se mejoro la especificidad de la técnica y se
proporciond un protocolo simplificado para el andlisis inmediato de restos larvarios. Hoy en dia se
utilizan técnicas de PCR en tiempo real para el analisis directo de muestras de miel y colmena
(Martinez et al., 2010). Esta prueba es extremadamente sensible puede identificar niveles de P.

larvae que estan por debajo de los que probablemente sean importantes para la enfermedad.

La utilizacién de la técnica de PCR de elemento repetitivo (rep-PCR) y los cebadores ERIC1R-ERIC2
(Eric: consenso intergénico repetitivo enterobacteriano) han permitido diferenciar cuatro genotipos
distintos en estas bacterias (ERIC I, II, 11l and V) (Funfhaus et al., 2018). Estos genotipos se
relacionan con diferencias fenotipicas en cuanto a morfologia de la colonia y de las esporas,
diferencias en la forma de metabolizar las fuentes de carbono y también en cuanto a patrones de
virulencia (Flnfhaus et al., 2018). En experimentos de exposicion se ha podido detectar que las
cepas correspondientes a los genotipos de ERIC 11, 111 'y 1V son muy virulentas contra las larvas
causando rapidamente la muerte. De hecho la muerte de estas larvas ocurre a lo maximo en un
plazo de 7 dias (De Graaf et al., 2013). Solo una proporcion pequefia de las larvas fenece tras la

operculacion de la celda, lo que se relaciona con los signos clinicos descritos para esta enfermedad
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tales como la fase pegajosa y la aparicion de escamas. En cambio, aquellas larvas que presentan el
genotipo ERIC | mueren alrededor de los 12 dias por lo que este genotipo se considera menos
virulento. Estudios epidemioldgicos han reportado con frecuencia que solo cepas relacionadas a
los genotipos ERIC | 'y ERIC 11 se aislan de colonias infectadas con P.larvae. EI més frecuente es
el genotipo ERIC | mientras que la ocurrencia del genotipo ERIC Il es mucho menor, aunque
ambos se distribuyen de forma global. En el campo en las ultimas décadas no se han identificado
cepas asociadas a los genotipos ERIC 111 y V. Sélo se cuenta con algunas cepas de coleccion en
cultivos de laboratorio (De Graaf et al., 2013). Es importante saber que los perfiles de huella
genética obtenidos mediante electroforesis del ADN amplificado por rep-PCR no son reproducibles
entre laboratorios, por lo que siempre es necesario contar con cepas de referencia que estén
debidamente tipificadas para potenciar la discriminacion entre cepas. Para este propésito se
necesita, complementar el anélisis de ERIC con el uso de otros cebadores ( Graaf et al., 2013). En
este sentido hoy en dia se dispone de varias técnicas de huellas dactilares de ADN con fines
epidemioldgicos o taxondmicos entre ellas RFLP (Fragmentos de restriccion de Longitud
Polimérfica) ARDRA (anélisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado), RAPD (ADN
polimérfico amplificado al azar), AFLP (Analisis de longitud de fragmentos amplificados), PFGE
(electroforesis en gel de campo pulsado y genotipado basado en PCR usando cebadores
correspondientes a motivos conservados en REP (secuencias palindromicas extragénicas
repetitivas) aparte de ERIC ((De Graaf et al., 2006; De Graaf et al., 2013). El uso estas técnicas
ha permitido diferenciar cuatro patrones distintivos de P. Larvae denominados A, B, C, D ( De

Graaf et al., 2013).

Un ejemplo de estos avances tecnologicos en el diagnostico y tipificacion de estas bacterias en los apiarios

lo constituye un trabajo reciente en donde se aplicaron técnicas de biologia molecular avanzadas
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para detectar la presencia de este patogeno en Sud Africa, en donde no se habia confirmado la
presencia de este patdgeno ni de las cepas circulantes (Hristov et al., 2021). Para resolver el
problema se realizaron estudios del genotipado de aislamientos de P. larvae utilizando marcadores
de huellas dactilares de elementos repetitivos (rep-PCR) y tecnologia de micro chips (Hristov et
al., 2021). Un total de 71 muestras de cria, miel y cera fueron recolectadas de manera oportuna en
diferentes localidades en Sudéafrica. Veintitrés muestras dieron positivo para P. larvae (32,4%). La
toma de huellas dactilares de rep-PCR de diagnostico con los cebadores ERIC, BOX A1R y MBO
REP1 encontr6 que todos los aislamientos de P. larvae en Sudéafrica correspondian al genotipo
ERIC I. Estos resultados concuerdan con la prevalencia mundial del genotipo ERIC | entre las

colonias de abejas meliferas infectadas con P. larvae (Hristov et al., 2021).

Tratamiento

Durante décadas, el antibiotico de eleccion para el control de la Loque Americana ha sido la oxitetraciclina
lo que generd la aparicion de cepas del patdgeno resistentes en distintas regiones geograficas de
Argentina, EUA y Canada (F. Reynaldi, 2009). La dosis recomendada para dicho medicamento
debe ser administrada a razon de 50-80 mg/I de jarabe concentrado de sacarosa por colmena, otro
tipo de medicamentos que actdan eficientemente son las sulfamidas. Dentro de estos tenemos las
denominadas trisulfas (sulfacetamida, sulfadiazina, sulfatiazol) el sulfatiazol sédico y las
sulfamidas potenciadas como sulfametoxazol + trimetoprina. El sulfatiazol sodico suprime
eficazmente la Loque Americana cuando una colonia recibe 100 mg/l en jarabe concentrado de
sacarosa el uso continuo e indiscriminado puede favorecer el desarrollo de resistencia. Para
disminuir este problema se puede alternar antibidticos usando un afio sulfamidas y al siguiente

oxitetraciclina (Juan Carlos, 2016).
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Distintos antibidticos han demostrado efectos positivos para el control de la Loque Americana, como la
lincomicina, la tilosina recientemente aprobada para su uso en Argentina o la tilmicosina un
macrdlido sintetizado a partir de la tilosina y desarrollado para ser usado en medicina veterinaria,
que presenta buena actividad contra microorganismos Gram positivos, incluso contra P. larvae.
Entendiendo que la tilmicosina puede ser una alternativa para el control de la Loque Americada en

campo (SENASA, 2008).
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Melissococcus Plutonius

Otra enfermedad bacteriana importante que afecta la cria de abejas es la “Loque Europea”, la cual es
ocasionada por la bacteria Melissococcus plutonius. Se trata de una bacteria Gram positiva que
disminuye significativamente la tasa poblacional de las abejas. La severidad de la infeccion se debe
a multiples factores que varian desde las destrezas en la practica de la apicultura, el uso inadecuado
de pesticidas, el estado nutricional de las larvas y a la infeccidn simultanea de las abejas con otros

agentes patdégenos(Mantilla Salazar, 2012).

Fisiopatologia De La Infeccion

El proceso de infestacion se inicia a través de la ingesta de alimentos contaminados por las abejas. La
bacteria alcanza el intestino medio de la abeja en donde debido al proceso de multiplicacion causa
dafio fisioldgico a nivel de las células epiteliales asi como de la matriz peritréfica (Mantilla Salazar,
2012). Se ha relacionado también ademas la desnutricion de las larvas con esta infeccion debido a

que la bacteria compite por los nutrientes(Mantilla Salazar, 2012).

Dentro de las celdas, en las colonias, las larvas infectadas se distribuyen anormalmente, van
paulatinamente cambiando de color que varia desde el blanco a amarillo y luego a marrén hasta
alcanzar la fase de descomposicién final. Desde el punto de vista de la mortalidad de las larvas la
infeccion con M. plutonius, es bastante relevante. Sin embargo hay muy poca informacién sobre
los mecanismos fisiopatoldgicos de esta y los factores de virulencia de este agente patdégeno (Pérez-

Orddniez et al., 2021a). Se ha planteado que los factores de virulencia entre distintas cepas se deben
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a diferencias en la estructura genotipica de las bacterias. Este factor es clave en el desarrollo y
severidad de la patogenia. Por lo tanto la epidemiologia molecular de la bacteria y su relacion con
la severidad de los procesos fisiopatologicos que produce podrian ser importantes para el
diagndstico oportuno de esta enfermedad y para el control en los apiarios (Pérez-Ordodfiez et al.,

2021a).

Identificacion De Cepas Y Diagnostico

Estudios de secuenciacion de genomas facilitd el desarrollo de nuevos métodos para tipificar bacterias
tales como “tipificacion multilocus de secuencias [Multi Locus Sequence Typing (MLST)] y
andlisis multilocus de repeticiones en tandem de numero variable [Multiple Locus Variable
Number Tandem Repeats (VNTR) Analysis (MLVA)” han demostrado que la virulencia entre
distintas cepas de M. plutonius se debe a variaciones en el tipo de complejo clonal que determina
el factor de virulencia (De Graaf et al., 2013). El primer estudio in vitro con larvas de Apis mellifera
infectadas se realiz6 con una dieta artificial incluyendo los aislados atipicos y tipicos de M.
plutonius a una concentracion final de 106 UFC/ml. Estos experimentos mostraron aislados
atipicos del complejo clonal 12 (CC12 ) que mostrd ser altamente virulento produciendo una
mortalidad larvaria superior al 94% a los seis dias post-infeccién mientras que el complejo C3
tipico, mas expandido no indujo este efecto (Pérez-Ordofiez et al., 2021b). Por otro lado, se han
Ilevado a cabo estudios histoldgicos de la patogenia de la infeccidn intestinal de larvas de abejas
meliferas con M. plutonius LMG20360, que contiene un complejo clonal poco virulento CC13
(Aupperle-Lellbach et al., 2019). Tres dias después de la infeccidn, se detectaron bacterias

ingeridas en el intestino medio. Desde el dia cinco después de la infeccion, la ingesta estuvo casi



30

completamente infiltrada por bacterias, pero la matriz peritrofica y el epitelio intestinal
permanecieron intactos hasta el dia 15 después de la infeccion. La evaluacion del desarrollo de las
larvas reveld que el crecimiento de las larvas no fue significativamente diferente en las larvas
infectadas en comparacion con los animales control no infectados hasta el dia cinco después de la
infeccion. Sin embargo, desde el dia siete después de la infeccion, las larvas infectadas eran
significativamente més pequefias que las larvas control no infectadas pero presentaron una tasa de
viabilidad alta (poca mortalidad)(Aupperle-Lellbach et al., 2019). Esto quiere decir que las larvas
infectadas con la cepa de baja virulencia de M. plutonius probablemente solo sufrieron una falta de
nutrientes que resulté en un crecimiento reducido una vez que la bacteria comenz6 a proliferar
masivamente. Sin embargo, la bacteria no atacé ni destruyd la pared intestinal, lo que confirma la

opinion original sobre el caracter no invasivo de las infecciones més prevalentes por M. plutonius.

La virulencia y resistencia tanto de Paenibacillus larvae como de Melissococcus plutonius a los
desinfectantes difiere segin los genotipos/fenotipos de las cepas por lo que la discriminacion de
los tipos de cepas es importante para el control efectivo de estas enfermedades. Los métodos para
detectar y diferenciar patdgenos en la miel son Utiles para evaluar el estado de contaminacién de
las colmenas. A continuacion se presenta un estudio en donde se estudiaron genotipos de P. larvae
correspondiente a (ERIC) 1l por medio de un ensayo de PCR multiplex que distingue con precision
entre cepas de P larvae que difieren en su virulencia (ERIC I 'y Il) y M. plutonius tipico y atipico
en una sola reaccion. Ademas, se pudo precisar que los kits disponibles comercialmente disefiados
para la extraccion de ADN de Mycobacterium en las heces también extrajeron eficientemente el
ADN de P.larvae y M plutonium en la miel. Utilizando el ensayo de PCR multiplex y los kits de
extraccion de ADN, se detectaron los genotipos objetivo de P. larvae y M. plutonius en miel

enriquecida con los patdgenos a una concentracion de 100 células bacterianas/cepa/ml. Ademas, el
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94% de las muestras de miel en el presente estudio estaban contaminadas con uno o mas tipos de
patdgenos causantes de la Loque. Estos resultados indican que los métodos recientemente
desarrollados son utiles para detectar patogenos de Loque en la miel. La informacion
epidemioldgica obtenida por estos métodos contribuira al control efectivo de estas infecciones en

los colmenares (OKAMOTO et al., 2022)

Tratamiento

Para el tratamiento de la Loque Europea es aconsejable usar oxitetraciclina: 200mg/Il en jarabe por
colmena, o bien muy concentrado (1500-2000 mg/l de jarabe) rociando los panales del enjambre
si el tiempo es caluroso o rociando los adyacentes al nido si el tiempo es frio. Esto es para que las
abejas no lo consuman tan réapido y les resulte toxico a la concentracion citada. También se utiliza
estreptomicina (300 mg/colmena). Tanto en el caso de la Loque Americana como en el de la
Europea, la tendencia actual es suprimir los tratamientos con antibi6ticos, debido a los residuos en

miel (Juan Carlos; 2016).

Segun Reynaldi FJ durante décadas, el unico antibi6tico aprobado para el control de las enfermedades
bacterianas en colmenas (Loque Americana (LA) y Loque Europea (LE) (Melisococcus plutonius))
fue el clorhidrato de oxitetraciclina (OTC), con la particularidad, que la dosis recomendada para
LE es 0,54 gr de OTC / colmena, casi un tercio de la dosis recomendada para controlar LA (1,25

gr OTC / colmena).
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Discusion

Como se explico en la introduccion la importancia de las abejas milliferas radica no solo en la produccion
de la miel sino en su actividad polinizadora. Existe consenso de que en los ultimos afios la
disminucion en la poblacion global de estas abejas ha perjudicado notablemente la industria de la

miel provocando grandes pérdidas econdmicas.

Aunque hay muchas causas que pueden influir en este fenémeno, uno de los factores lo constituyen los
agentes patdgenos que terminan destruyendo las colmenas. El impacto de los hongos patogénicos
como A. Apis, aunque siempre es considerable tanto a nivel ecolégico como econémico, varia
dependiendo de las caracteristicas bioldgicas tanto de la abeja hospedadora como del hongo
patdgeno, las cuales influyen en el potencial de transmisién de la enfermedad. Por ejemplo, si la
abeja tiene un estilo de vida solitario o social, y si el hongo es un obligado o patdégeno oportunista.
Por otra parte factores ambientales como el tipo de nutrientes disponibles y la temperatura son
vitales para el dptimo crecimiento de hongos patdgenos como A. apis. EI ambiente anaerdbico del
intestino de las larvas en donde los tejidos son una fuente de CO; es vital para este proceso, siendo
la temperatura éptima para la germinacién de 35°C. Por eso la vigilancia y condiciones de

saneamiento de los apiarios son fudamentales para prevenir la infeccion.

La virulenciay patogenicidad del hongo depende de la tasa de crecimiento segun los tipos de apareamiento.
Como se menciond, su importancia se explica por el modelo de evolucion de superinfeccion en el
que las cepas no cooperan sino que compiten entre si. El papel de la variabilidad genética en la
virulencia de A. Apis ha sido discutido, ya que trabajos recientes indican que las colonias y las
larvas individuales de abejas pueden infectarse con multiples cepas de A. apis y no se han podido

establecer relaciones claras entre la infeccion por una cepa determinada y la gravedad de la
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infeccion, sugiriendo que el genotipo del hospedador que le confiere la capacidad de resistencia
podria ser mas importante en determinar la gravedad y extension de la infeccion. Por otro lado no
se ha aprovechado suficientemente la disponibilidad de técnicas moleculares para el diagnostico

temprano de la infeccion evitando asi la contaminacion total y pérdida de las colmenas.

El impacto desde el punto de vista ecoldgico y econémico de infecciones bacterianas como la Loque
Americana y Loque Europea, también es importante. Estas bacterias causan infecciones
importantes en las abejas meliferas. Aunque las técnicas de biologia molecular han permitido la
tipificacion de distintas cepas con distintos grados de virulencia que permiten su deteccidn rapida
en distintos lugares del mundo todavia se sabe muy poco de los aspectos funcionales de estas
bacterias en relacién con los distintos genotipos identificados. La expansion en el futuro de los
diagndsticos basados en la genética podria incluir rasgos especificos de interés tales como
resistencia a los antibioticos, virulencia y diferencias de comportamiento segin el origen

geogréfico.

La atencién de la comunidad cientifica hacia estos patdgenos surge como una respuesta en cierta medida,
el nivel de pérdidas econémicas de la apicultura como resultado de la patogénesis. A medida que
avance el conocimiento actual de los aspectos de la biologia de estos patdgenos, en especial de sus
caracteristicas moleculares, se podran identificar blancos terapéuticos para el desarrollo de nuevos
medicamentos y mitigar los efectos de la enfermedad en las abejas para evitar incluso su posible

extincion.
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Conclusiones.

La expansion de la enfermedad de la tiza en las colmenas causada por A. apis depende de condiciones
climéticas, temperatura y del modo de alimentacion y comportamiento de las abejas hospedadoras.
La virulencia de A. Apis depende del modo de apareamiento, pero el rol de la diversidad genética
ha sido controversial. Los resultados de distintos trabajos varian y no son concluyentes y se ha
sugerido que la virulencia del hongo esta influenciada por factores intrinsecos a las abejas

hospederas tales como la estructura genética que les confiere resistencia.

Si bien los mecanismos patoldgicos de A. apis en las abejas estan establecidos, es necesario establecer
protocolos de diagndstico temprano que impidan el desarrollo de la infeccion antes que aparezcan

los signos clinicos.

La identificacion de los diferentes métodos de diagndstico han permitido el reconocimiento temprano de
la enfermedad P.larvae por lo que se han probado diferentes medios de cultivo, de los cuales el
mas sensible para el crecimiento bacteriano es el agar larvae Paenibacillus (PLA) ya que en este
medio se inhiben microrganismo no deseados. Los avances de la biologia molecular permitiran a
corto plazo la identificacion y distribucion de estas cepas segun su virulencia lo que permitira un

mejor control sanitario de los apiarios.

Nuevas herramientas de biologia molecular han permitido identificar factores de virulencia de estas
bacterias asociados a la infeccidn en distintas partes del mundo. Las aplicaciones de estas técnicas
de biologia molecular brindaran mas informacién sobre el comportamiento de estas bacterias en
términos de adaptacion a distintos habitats, asi como de resistencia y susceptibilidad a los

antibioticos permitiendo el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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Los tratamientos mas efectivos para loque americana y loque europea segun lo afirma SENASA, es la
tilosina a dosis de 1.000 mg/l y 1.200 mg/l debido a que inhibe el crecimiento bacteriano de
bacterias gram positivas, gram negativas y algunos macrolidos siendo esta eficiente para las

enfermedades antes mencionadas.
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