Revista Argentina de Producciéon Animal 26: 57-62 (2006) 57

Diagnostico clinico de Loque americana en colmenas y
prevalencia de esporos viables de Paenibacillus larvae
subs. larvae en miel de apiarios de Tandil

Clinical diagnostic of American Foulbrood in hives and prevalence
of viable spores of Paenibacillus larvae subs. larvae in
honey of apiaries from Tandil
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Resumen

Loque Americana es la més seria de las enfermedades de la cria de la abeja melifera,
producida por el Paenibacillus larvae subs. larvae. Numerosos autores encontraron que
colmenas con esporos de Paenibacillus en miel siguen siendo negativas a la signologia
clinica por 6 afios. Para llevar adelante un programa de control es importante realizar un
buen diagnoéstico de la enfermedad. El objetivo de este trabajo fue determinarla prevalencia
de esporos viables de Paenibacillus larvae subs. larvae en miel de apiarios de Tandil,
mediante una técnica microbiolégica y su comparacién con el diagnéstico clinico a campo.
En el aflo 2003 se seleccionaron 42 apiarios al azar, dividiéndose la muestra en forma
proporcional al nimero de colmenas por productor. Los productores fueron previamente
clasificados en 7 estratos. De cada apiario se seleccionaron 6 colmenas en forma sistematica,
las cuales fueron revisadas para la detecciéon de signos clinicos de Loque Americana y se
les tomaron muestras de miel. Se hizo un pool de muestras por apiario, que fueron
analizadas para la deteccién de esporos viables de Paenibacillus larvae subs. larvae,
compardndose los resultados de laboratorio con el diagnéstico clinico. De los 42 apiarios
analizados, el 66,6% fue positivo al aislamiento. E1 100% de los apiarios con signologia
clinica fue positivo al aislamiento, mientras que el 46% de los colmenares sin signologia
clinica fue positivo al aislamiento. No existen diferencias entre el nimero de colmenas que
tienen los productores y el asilamiento de esporas. El alto porcentaje de aislamientos
muestra que el agente causal de Loque Americana estd ampliamente distribuido en los
apiarios de Tandil, lo que determina la necesidad de tomar medidas preventivas de manejo
contra la enfermedad para evitar la apariciéon de los signos clinicos y un brote de la
enfermedad. Debido a la alta proporcién de apiarios sin signologia clinica pero con
aislamiento del agente etiolégico, se recomienda la utilizacién de esta técnica como
complemento necesario a cualquier programa de control de la enfermedad basado en
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medidas de manejo.
Palabras clave: Loque americana, cuantificacién, diagnéstico a campo, diagnéstico
microbioldgico.

Summary

American foulbrood is the most harmful disease of honey bee brood. The causal agent is
Paenibacillus larvae subs. larvae. Several authors had shown that hives with spores of
Paenibacillus in honey continue without clinical symptoms over 6 years. For carrying out
a control programme it is important to make a good diagnosis of the disease. The aim of this
study was to determine the prevalence of viable spores of Paenibacillus larvae subs. larvae
in honey of apiaries from Tandil applying a microbiological test and to compare it with
clinical diagnosis. In 2003, 42 apiaries were selected at random and the sample size was
proporcionally allocated to the number of hives per beekeeper, who were previously
classified in 7 strata. From each apiary six hives were systematically selected and they were
checked to look for clinical symptoms of American foulbrood. Furthermore, honey samples
were taken. It was made a pool of samples per apiary wich were analised to detect viable
spores of Paenibacillus . Then, laboratory results were compared with clinical ones. From
42 apiaries studied, 66.6% had causal agent isolements. 100% of the apiaries with presence
of clinical symptoms had causal agent isolements, while 46% of the hives without presence
of clinical symptoms did so. High isolements percentages show that causal agent for
American foulbrood is widely spreaded in Tandil apiaries and it determines the need of
taking preventive management measures against the disease to avoid clinical symptoms and
disease outbreaks. Due to the high proportion of apiaries without presence of clinical
symptoms, but positive to the causal agentisolement, it is suggested to apply this technique
as auseful complementto any disease control programme based on management measures.
Key words: American foulbrood, measurement, visual diagnostic, microbiology diagnostic.

Introduccion

Loque Americana (LA) es la méas seria de
las enfermedades de la cria que afectan a la
abeja melifera y uno de los mayores proble-
mas para el desarrollo de la apicultura en
nuestro pais.

Su agente estilogico es el Paenibacillus
larvae subs. larvae; bacilo de unas 2,5 mi-
cras de longitud por 0,4 a 0,8 micras, mdvil
con flagelos. Una caracteristica de dicho
agente es la formacién de endosporas, las
que son sumamente resistentes al calor,
desinfectantes quimicos y radiaciones UV,
pudiendo permanecer infectantes por mas
de 40 afios.

Las vias de transmisién de dicha enfer-
medad son: deriva de abejas, pillaje, ali-

mentaciéon con miel 6 polen contaminado,
intercambio de material entre colmenas
enfermas y sanas, herramientas contamina-
das utilizadas por el apicultor para el trabajo
diario en el apiario y compra de material
vivo no certificado libre de esta enfermedad
(PROAPI, 1994).

Entre las medidas de control utilizadas
por los productores se encuentran medidas
de manejo como la revisacién periédica de
todas las colmenas del apiario; destruccién
por medio de fuego de las colonias enfer-
mas (cuando la prevalencia es baja); el
paqueteado, el cepillado doble o simple de
abejas (Del Hoyo et al., 1999); la desinfec-
ciéon de material apicola por medio del
fuego, parafina caliente (Del Hoyo et al.,
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1998 a,b) o lavado por soda céustica al 15%
con agua hirviendo; la esterilizacién del
mismo por medio de irradiacién (Charbon-
neau et al.,, 1992) y la selecciéon de abejas
con un alto comportamiento higiénico (Mus-
sen, 2000), entre otras.

El uso de antibidtico para el control de la
enfermedad es controvertido debido a que
los mismos solo actian sobre la forma vege-
tativa de la bacteria y no sobre el esporo, lo
cual trae aparejado un descenso en la signo-
logia clinica de dicha enfermedad (Alippi et
al., 1992), pero no disminuye la masa infec-
tante de esporas, ademés de que aumenta el
riesgo de contaminaciéon de la miel y contri-
buye a mantener una poblacién de abejas
poco resistentes. Actualmente se experimen-
ta con aceites esenciales, los cuales no son
toxicos para las abejas ni dejan residuos en
miel (Alippi et al., 2001).

Segin Matheson (1992) es imprescindible
parallevaradelante un programa de control,
realizar un buen diagndstico de la enferme-
dad. Dicho autor cita a Hornitzky y Karlovs-
kis (1989), quienes encontraron que las
abejas adultas y la miel de colmenas sin
signologia clinica podrian tener esporas de
Paenibacillus larvae subs. larvae. Asimismo
cita a Hanseny Rasmussen quienes en 1986
encontraron que colmenas con niveles de 3
millones de esporos por gramo de miel
siguen siendo negativas a la signologia
clinica por 6 anos.

Goodwin et al. (1993), aseguran que pese
a que se revisen todas las colmenas y no se
observen signos clinicos, no significa que no
haya esporas. Hornitzky et al. (1991), en un
ensayo, no encontraron cultivos negativos a
partir de las muestras de miel de colonias
que presentaban signos de LA.

Kabay (1995) encontré que el 66% de los
apiarios positivos al aislamiento tuvieron
signos clinicos de la enfermedad. Del Hoyo
et al. (1993) encontraron que el 71% de 266
muestras (cuadros de cria) provenientes de
colmenas con signologia clinica fueron
positivas a Paenibacillus larvae subs. larvae
pormedio de la técnica de la gota pendiente.

Debido a estos antecedentes se realizé el
presente trabajo cuyo objetivo fue determi-
nar la prevalencia de esporos viables de
Paenibacillus larvae subs. larvae en miel de
apiarios del partido de Tandil por medio del
uso de una técnica microbioldgica y el
diagnéstico clinico de dicha enfermedad.

Materiales y Métodos
productores fueron previamente
clasificados, segun el numero de colmenas
que presentaban, en 7 estratos: menos de 50
colmenas, entre 51 y 100, entre 101 y 200,
entre 201 y 400, entre 401 y 600, entre 601 y
1000 y méas de 1000.

Durante el afio 2003 se seleccionaron 42
apiarios del partido de Tandil, lo que repre-
senta un 14% del total de apiarios relevados
durante un trabajo previo en 1997 (Mariani
et al., 1998) dividiéndose la muestra en
forma proporcional al nimero de colmenas
por productor.

Decadauno delos apiarios en cuestion se
seleccionaron 6 colmenas en forma sistemé-
tica, las cuales fueron revisadas para la
deteccion de signos clinicos de Loque Ame-
ricana y a cada una se les tom6 muestras de
miel de cdmara de cria. Con la miel de las 6
colmenas de cada apiario se hizo un pool
colocando el mismo en potes de plastico
estériles yrotulados. En el laboratorio fueron
procesadas y analizadas las muestras por la
técnica descripta por Alippi (1995) para la
detecciéon de esporos viables de Paenibaci-
llus larvae subs. larvae. Se sembraron por
triplicado en medio agar MYPGP en mi-
croaerofilia con el agregado de 4cido nalidi-
xico. Las lecturas se realizaron los dias 4‘0,
7™ y 14" clasificando las muestras como
positivas ynegativas a dicho aislamiento. Se
consideraron positivas, aquellos aislamien-
tos que presentaron al menos una UFC.

Otras variables tenidas en cuenta para el
andlisis de la informacidén fueron: el nimero
de colmenas y apiarios de los productores
muestreados.

Los
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La informacioén se proces6 por medio del
programa Epi Info 6.04.

Para comparar los promedios de nimero
de apiarios y de colmenas de productores
con y sin aislamiento de Paenibacillus lar-
vae subs. larvae, se realiz6 un test "t".

Resultados

En 28 muestras del total de 42 analizadas
se detectaron esporos viables de Paenibaci-
llus larvae subs. larvae. (Figura 1).

La relacion entre el nimero de colmenas
y apiarios que tienen los productores mues-
treados con el aislamiento de Paenibacillus
larvae subs larvae se muestra en el Cuadro
1.

No se evidencian diferencias significati-
vas respecto del numero promedio de apia-
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rios de los productores, entre los que pre-
sentan aislamiento positivo a Paenibacillus
larvae subs. larvae de los que presentan
aismaliento negativo (p>0,05). Lo mismo
ocurrié al comparar el nimero promedio de
colmenas que tienen los productores con
aislamiento positivo y negativo (p>0,05).

En el Cuadro 2 se comparan el diagnosti-
co de laboratorio con el clinico.

El 46% de los apiarios sin signologia
clinica dieron positivos a la deteccién de
esporos viables de Paenibacillus larvae subs.
larvae, mientras que el 100% de los que
tenian signos clinicos fueron positivos a la
técnica de laboratorio.

De todas las muestras positivas al aisla-
miento, el 64,28% (18 de 28) tenian signolo-
gia clinica, mientas que €1 35,72% (10 de 28)
no tenian signos clinicos.

33,4

Positivas

Figur
Amer:

Negativas

.oque

Figure 1. Result ot the analysls oif honey samples for the microbiological diagnostic ot American

Foulbrood (in %). Tandil. 2003.
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Cuadro 1: Promedio (minimo y médximo) de colmenas y apiarios por productor positivos y negativos
al aislamiento de Paenibacillus larvae subs. larvae. Tandil 2003.

Table 1: Average (minimum and maximum values) of hives and apiaries for positive and negative
beekeeper to the isolation of Paenibacilus larvae subs. larvae. Tandil. 2003

Aislamiento
Tipo de informaci6on

Ntmero de colmenas por productor

Numero de apiarios por productor

Positivo Negativo

69,5 (14-1700)a
2 (1-12)a

125 (20-631)a
3 (1-6)a

Letras iguales, no se evidencian diferencias significativas, p>0,05, por filas

Cuadro 2: Frecuencia (porcentaje) de diagndsticos de laboratorio y clinico para Loque Americana.
Tandil. 2003.
Table 2: Frequency (percentage) of laboratory and clinical diagnoses for American Foulbrood. Tandil.
2003.

Diagnéstico clinico

Apiarios

Apiarios

Diggné§ti(fo' con signos clinicos sin signos clinicos Totales
Microbiolégico

Muestras positivas 18 (100) 10 (46) 28
Muestras negativas 0 (0) 14 (54) 14
Total 18 24 42

Discusién

El agente causal de la Loque Americana
estd ampliamente distribuido en los apiarios
del partido de Tandil (66,6%).

El nimero promedio de apiarios y colme-
nas por productor no influye significativa-
mente (p>0,05) en el aislamiento de paeni-
bacillus larvae subs larvae, lo que indica
que el tamafio del productor no estd asocia-
do al aislamiento del agente causal, como si
podrian estarlo otros pardmetros tecnologi-
cos como por ejemplo genética, manejo, etc.

Es importante destacar que el 46% de los
apiarios que no tenian signologia clinica
dieron positivos a la detecciéon de esporos
viables de Paenibacillus larvae subs. larvae,
mientras que el 100% (18) de los que tenian
signos clinicos fueron todos positivos a la
técnica de laboratorio. El método microbio-
légico detecta colmenas con presencia del

agente pero que, por algun motivo, no desa-
rrollan la enfermedad.

El 64,28% de apiarios positivos al aisla-
miento tuvieron signos clinicos de la enfer-
medad, lo que coincide con el trabajo reali-
zado por Kabay (1995).

Conclusiones

El alto porcentaje de aislamientos positi-
vos muestra que el agente causal de la Lo-
que Americana estd ampliamente distribuido
enlos apiariosde Tandil, lo que determina la
necesidad de tomar medidas preventivas de
manejo contra la enfermedad para evitar la
aparicion de los signos clinicos y la conse-
cuente pérdida de colmenas.

La alta proporcién de apiarios sin signolo-
gia clinica pero con aislamiento del agen-
te etiolégico encontrada, podria deberse a
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que muchos productores tratan de manera
preventiva con antibiéticos sus colmenas,
enmascarando de esta forma la signologia
clinica. Otra posibilidad seria que la carga
de esporas fuese lo suficientemente baja
como para no producir signos clinicos.
Elaislamiento puede seruna herramienta
complementaria del diagnéstico clinico para
cualquier programa de control de la enfer-
medad basado en medidas de manejo.
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