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Resumen

El impacto de las abejas y de la apicultura radica en los beneficios que estas generan al medio
ambiente y en la cadena productiva de alimentos. Como cualquier organismo, las abejas son
afectadas por agentes patégenos. Algunos sintomas de las enfermedades pueden ser detectados
en campo; sin embargo las evaluaciones clinicas iniciales basadas en los signos visibles a menudo
resultan insuficientes, siendo necesarios andlisis de laboratorio para su confirmacién. Las técnicas
de biologia molecular se han vuelto herramientas eficientes en el diagnéstico de las enfermedades
y se pueden realizar a partir de diferentes tipos de muestras ante la sospecha de patégenos. Con
la amplificaciobn de genes de interés a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa es
posible la deteccidn especifica, alin en muestras de abejas asintométicas.
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Abstract

The impact of bees and beekeeping lies in the benefits they generate for the environment and the
food production chain. Like any organism, bees are affected by pathogens. Some disease
symptoms can be detected in the field; however, initial clinical evaluations based on visible signs
are often insufficient, and laboratory analysis is necessary for confirmation. Molecular biology
techniques have become efficient tools in disease diagnosis and can be performed on different
types of samples. The amplification of genes of interest through the Polymerase Chain Reaction
makes specific detection of suspected pathogens possible, even in asymptomatic bee samples.
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Introduccién ayudan en el mantenimiento y la
regeneracion de los ecosistemas (Le Conte

Las abejas (Apis mellifera L.) son insectos
considerados econémica y ecoldégicamente
importantes por los beneficios que
proporcionan, al ser los principales
polinizadores permiten conservar y mantener
la biodiversidad de numerosas especies de
plantas silvestres y cultivadas, ademés de
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2008, Nanetti 2021).

En México la actividad apicola es
considerada importante por el impacto que
genera principalmente la produccién de miel.
En el afio 2022, nuestro pais se ubicé en el
quinto lugar como exportador y a nivel
mundial ocupé el noveno lugar como
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productor de miel con 62,079 toneladas
(Panorama Agroalimentario 2022).

De forma habitual, en el apiario se debe
realizar una revision rutinaria para la
deteccion temprana de enfermedades,
siendo clave para evitar el contagio y la
dispersion entre las colonias. Durante estas
revisiones solo se puede realizar un
diagnostico presuntivo inicial basado en la
presencia de signos, dentro de los que
podemos observar, en el caso de
enfermedades de la cria: Panales con un
patron salteado de postura, opérculos
oscuros hundidos, perforados o con aspecto
grasiento, cambios de coloracion en las crias,
restos de larvas o escamas cafés oscuro o
negras y quebradizas, restos viscosos o de

Figura 1. Pri

consistencia elastica que carecen de forma,
puede haber presencia de olores diferentes
acidos o agrios (figura 1) (Garrido 2013,
Espinosa 2016, OIE 2018). En las abejas
adultas se pueden identificar: abejas que
presentan temblor de alas, abejas con
paralisis, o con incapacidad para volar
(arrastrandose) cerca de la entrada de la
colmena, desprovistas de vellosidades, con
coloracion negruzca y abejas muertas o en el
caso de infecciones ocasionadas por virus
suelen ser asintométicos y cuando llegan a
observarse signos, estos son compartidos
con otras enfermedades (Figura 2) (SADER
2019). Desafortunadamente, varios de los
signos que se pueden identificar en campo
también pueden ser un indicador de otros
problemas, como wuna reina vieja o
intoxicacibn de las abejas, consumo de
alimento fermentado, etc.,

vacias, b) crias afectadas con cambios de coloracion, c) opérculos oscuros hundidos, perforados, d) restos de larvas o
escamas cafés oscuro 0 negras Fotos Leal Hernandez Marisela-
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Figura 2. Algunos signos en el caso de enfermedades de las abejas adultas: abejas desprovistas de vellosidades, abejas
con coloracion negruzca, abejas mas pequefias Fotos Leal Hernandez Marisela.

por lo que es necesario realizar un
diagndstico detallado.

Ante la sospecha de enfermedad, tras la
identificacién de los signos en la colonia, es
necesario realizar su confirmacion con un
analisis de laboratorio rapido y especifico de
forma mas certera hacia el patégeno de
interés y asi establecer un diagndstico
definitivo y posteriormente elaborar un plan
de control y prevencién de enfermedades,
por lo que el objetivo de este articulo fue
realizar una revision de literatura sobre la
importancia, metodologias y efectividad de
realizar un diagnoéstico a nivel molecular en
algunas enfermedades que afectan a la abeja
Apis mellifera L.

En la actualidad, las técnicas de biologia
molecular se han vuelto herramientas
eficientes, de gran ayuda en el diagnéstico
de las enfermedades para muchas especies
animales productivas, incluyendo las abejas.
El diagnostico de enfermedades en una
colonia se puede realizar a partir de
diferentes tipos de muestras y productos
apicolas como: larvas (cria), abejas (insecto
adulto), miel o polen. Pruebas como la
Reacciébn en Cadena de la Polimerasa
(PCR), que se basan en la amplificacion y
analisis de uno 0 mas genes o segmentos
gendémicos, que permiten detectar, identificar
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y cuantificar de forma certera con alta
sensibilidad y especificidad la presencia de
algun patégeno, incluso pudiendo detectarlos
alin sin la presencia de signos clinicos de la
enfermedad, también permite realizar analisis
de co-infecciones, descripcibn de nuevas
especies, determinar asociaciones entre
genotipos y fenotipos y se pueden realizar
estudios de estructura poblacional (Riviére
2013, OIE, 2018; Galajda et al., 2021,
Lannutti 2022). Desde que se empezé a
emplear este tipo de herramientas se han
disefiado una gran cantidad de PCR’s para la
deteccion de las diferentes enfermedades
(Antinez 2004, Riviére 2013).

Las enfermedades que afectan a las abejas
que son consideradas de mayor importancia
e impacto, porque pueden representar una
amenaza para su salud y productividad, se
dividen en 4 grupos, las producidas por
bacterias: Loque europea, Loque americana;
las producidas por parasitos: varroosis,
acariosis; las producidas por hongos:
Aspergilosis, Cria de piedra, Vairimorphosis
(Nosemosis) y las producidas por virus: Virus
de las alas deformes, Virus de las celdas
reales negras, Virus de la pardlisis aguda,
Virus de la pardlisis aguda Israeli, Virus de la
cria ensacada y Virus de Cachemira son los
mas importantes por el grado de dafio que
pueden llegar a ocasionar. También estan las
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plagas que afectan a las abejas como son
polilla de la cera, aethinosis y hormigas (Al
Naggar 2020). Patologias como la varroosis y
las plagas, se pueden identificar vy
diagnosticar a simple vista, por lo que el
desarrollo de los diagnésticos moleculares se
ha enfocado en las enfermedades mas
complejas de diagnosticar.

Principales enfermedades ocasionadas
por bacterias

La logue americana (American foulbrood
AFB) producida por la bacteria Paenibacillus
larvae; y la loque europea (European
Foulbrood EFB), producida por
Melissococcus plutonius, son enfermedades
que se encuentran extendidas en todo el
mundo y las cuales propician la disminucion
de las colonias. Ambas infectan a las larvas a
través de la via oral, por el consumo de
alimento contaminado con las bacterias
ofrecido por las abejas adultas quienes
pueden ser portadoras asintomaticas pasivas
0 activas. En el caso de Loque americana,
las esporas al ser consumidas se desarrollan
en el intestino; la infeccion debe suceder
dentro de las primeras horas después de la
eclosion del huevo, matando a la cria en la
etapa de prepupa o pupa, P. larvae tiene la
capacidad de producir millones de esporas
en cada larva infectada y con tan solo la
ingesta de diez o menos esporas en el
alimento es suficiente para iniciar una
infeccion mortal (Chan 2009). Las larvas
aumentan su resistencia a medida que se
desarrollan y después de 53 horas de haber
eclosionado las larvas no pueden ser
infectadas. Las abejas adultas no son
susceptibles a la Loque americana, pero las
esporas pueden permanecer en su tracto
digestivo por méas de dos meses,
favoreciendo su diseminacion al momento de
alimentar a la cria (Ribiere 2007, Genersch
2010, Shimanuki 2010, OIE 2018). Respecto
a Loque -europea, la enfermedad se
manifiesta sin importar la etapa de desarrollo
de la cria. (Dainat 2018, OIE 2018).

El diagnostico de estas enfermedades
bacterianas se basa en la presencia de

BioTecnologia, Afio 2023, Vol. 27 No.1

signos clinicos, asi como en la identificacion
del agente etiologico, su identificacion se
puede realizar a partir del aislamiento tanto
de P. larvae y M. plutonius y su posterior
identificacién mediante la técnica de PCR o
gPCR, que puede ser realizada a partir de
cultivos bacterianos puros, larvas o miel
(Bakonyi 2003, OIE 2018, Truong 2023). En
el caso de M. plutonius su cultivo resulta
complejo debido a los requerimientos
nutricionales de la bacteria, ademas de que
pueden crecer en el cultivo las bacterias
secundarias asociadas a la Loque europea,
bacterias presentes debido a que las larvas
infectadas tienen una microflora variada que
incluye diferentes tipos de bacterias
saprofitas como el Bacillus alvei, Bacillus
laterosporus 'y Achromobacter eurydice,
estas bacterias no forman parte del ciclo
infeccioso y se han reportado de manera
normal en larvas aparentemente sanas
(Sanchez- Esgua 2023).

Dainat, et al., en 2018 disefiaron una qPCR
triple para la deteccién de Loque europea y
Loque americana (incluyendo ERIC tipo | a
IV) y un gen especifico de la abeja como
control de la PCR, con la finalidad de obtener
un diagndstico precoz, utilizando
herramientas de deteccién precisas, rapidas,
baratas y faciles de manejar. Los autores
reportan que en 2008 cuando Roetschi y
colaboradores implementaron el primer
sistema de PCR en tiempo real aumenté
drasticamente la prevalencia de Loque
europea en la ultima década, pues pudieron
detectar la enfermedad de forma precisa,
demostrando la necesidad de tener
herramientas adecuadas de diagndstico para
poder tener un resultado mas certero y a
tiempo para establecer métodos de control
adecuados.

En México, a partir del afio 2014 nuestro
grupo de trabajo disefié una PCR en punto
final para cada uno de los diferentes
patdégenos, en el caso de Loque europea se
logro la deteccidon de M. plutonius mediante
PCR en abejas adultas asintomaticas
logrando amplificar un fragmento de 399 pb
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en 61.9 % (179 de 293) del total de las
muestras  analizadas, demostrando la
importancia de realizar un diagnéstico a nivel
de laboratorio y el impacto que tiene la

presencia de la bacteria en las abejas
adultas, a pesar de no presentar la
enfermedad (Tabla 1). Si alguna cria afectada
por las bacterias logra sobrevivir hasta la
etapa adulta, puede transmitir las bacterias a
las crias continuando el ciclo de infeccion.

Tabla 1. Prevalencias reportadas en diferentes estudios con el uso de PCR

Enfermedad Prevalencia
Loque europea 61.9 %
(Vairimorphosis) Nosemosis 91.7 %
Virus de las alas deformes 51.21%

Virus de la pardlisis aguda israeli 7.8 %
Virus de la cria ensacada 0.68 %

Virus de las celdas reales negras 34.9 %

Principales enfermedades ocasionadas
por parasitos

La acariosis, conocida también como
acarapisosis, acariasis, traqueitis acariana,
acarinosis o enfermedad de la isla de Wight
es una enfermedad causada por el acaro
Acarapis woodi Rennie, endoparasito
obligado del sistema respiratorio que se
alimenta de la hemolinfa del hospedador y
que afecta a los adultos de las tres castas de
abejas. El acaro se propaga por contacto
directo, aunque solamente son susceptibles
las abejas jévenes que tienen menos de 10
dias de emergidas. Los &caros se encuentran
principalmente en las traqueas protoracicas y
en ocasiones en los sacos aéreos de la
cabeza, térax y abdomen (Villa, 2007; OIE,
2018). El diagndstico se debe de realizar en
laboratorio mediante un examen
microscopico de las traqueas en abejas
adultas. Para realizarlo se toma una muestra
de abejas adultas en el interior de la colonia y
se realiza una diseccion para exponer el
primer par de traqueas y posteriormente
observar en el microscopio estereoscopico
lesiones de queratinizacion y/o melanizacion,
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NUmero de muestras Referencia

179/293 Datos no plublicados
102/111 Elizalde 2014
169/330 Leal 2021
39/501 Leal 2016

Leal 2016
741212 Leal 2015

estas lesiones son realizadas por el acaro al
momento de alimentarse y son consideradas
tipicas a la presencia del A. woodi; en
ocasiones también se puede observar la
presencia de los acaros en el interior de las
traqueas (OIE, 2018).

La metodologia de PCR ha demostrado ser
una técnica rapida, eficaz y sensible en
comparacién con el examen microscopico.
Kojima en 2011, para la deteccion de
Acarapis, establecié una PCR para amplificar
cuatro porciones de la subunidad | del
citocromo oxidasa mitocondrial de las
especies de A. woodi, A. dorsalis y A.
externus, con base a las secuencias de ADN
registradas en el Genbank, mientras que
Quintana et al., en 2019 con el uso de qPCR
obtuvieron una sensibilidad del 100%, una
especificidad del 91.67% y una precision del
91.89%; demostrando que el uso de pruebas
basadas en la tecnologia molecular son una
herramienta efectiva para el diagnéstico de la
enfermedad.
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Principales enfermedades ocasionadas
por hongos

La Vairimorphosis conocida como nosemosis,
nosemiasis o enfermedad de la desaparicion
espontanea, es causada  por los
recientemente reclasificados microsporidios:
Vairimorpha apis y V. ceranae (Tokarev 2020,
OIE, 2018). Estos hongos poseen la
capacidad de esporular, por lo que la
enfermedad puede estar presente durante
todo el afio en la colonia. Vairimorpha spp.
afecta a las tres castas de abejas adultas,
produce una enfermedad intestinal, invasiva
y contagiosa que se localizan y desarrollan
en el interior de las células epiteliales del
intestino medio de las abejas, ocasionando
un debilitamiento progresivo, el acortamiento
de la vida del hospedador y de no
controlarse, la perdida de la colonia (Formato
et al.,, 2022; lorizzo et al.,, 2022, Tokarev
2020). Para determinar la presencia de la
enfermedad se deben de tomar muestras de
abejas adultas en la entrada de la colmena y
recurrir al diagnostico de laboratorio a través
del método Cantwell, en el que se utiliza una
muestra de abdomenes macerados de
abejas, con la finalidad de observar las
esporas del patdgeno bajo el microscopio, sin
embargo; con este método no es posible
distinguir entre los dos tipos de Vairimorpha y
puede no detectar bajos niveles de
infestacion (Prendas-Rojas et al., 2018). El
uso de la PCR ha demostrado ser una
prueba muy sensible que permite detectar el
parasito aun en niveles muy bajos de
infeccion.

La Organizacién Mundial de Sanidad Animal
(OIE, 2018), describe el uso de una de PCR
multiple para identificar a V. apis y V. ceranae
al mismo tiempo, amplificando fragmentos
del gen 16S ARNr (=ARNr SSu) obteniendo
un producto de 143 bp para V. ceranae y 224
bp para V. apis. Elizalde et al., en 2014
ejecutaron la deteccion e identificacion de V.
ceranae y V. apis en colonias de abejas
meliferas donde de manera previa realizaron
un andlisis por microscopia encontrando el
83.8% (93/111) de las muestras positivo a
Vairimorpha spp y tras realizar la
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comparacion de los resultados que se
obtuvieron, con la técnica de PCR en donde
se identific6 el 91.7% (102/111) de las
muestras como positivas (Tabla 1), de las
cuales 66.6% fueron a V. cerana, 56.7% fue
V. apis y el 31.5% presentaron co-infeccién
con ambas especies de microsporidios, en
este estudio demuestra que con la técnica de
PCR se logré detectar un mayor nimero de
muestras positivas al ser mas sensible que la
microscopia.

Principales enfermedades ocasionadas
por virus

Estas enfermedades se encuentran muy
extendidas tanto en las abejas manejadas
como en colonias silvestres, usualmente las
infecciones virales en abejas no se asocian a
los signos clinicos, en ciertos casos puede
ocasionar una enfermedad seria o0 ser mortal
en algunas abejas o colapsar las colonias
enteras. Todo esto se ha documentado como
un importante promotor en las pérdidas de
colonias de abejas meliferas, algunos
estudios reportan que se pueden compartir
los virus de abejas meliferas con poblaciones
de abejas silvestres y abejorros,
particularmente cuando son transmitidas por
el &caro Varroa destructor el cual actia como
vector de los virus, (Berényi et al.,, 2006,
Dalmon et al.,, 2021; Fearon and Tibbetts
2021). El acaro se alimenta de la hemolinfa o
del cuerpo graso de las abejas aumentando
su capacidad para actuar como vector de
varios virus, lo que da lugar a una ruta de
transmision viral, ayudando a la propagacion
y resurgimiento de varios virus de abejas
(Chen and Siede 2007). Entre los virus que
se han visto implicados en la disminucion de
colonias se encuentran el virus de cachemira
(VC) (Johnson et al.,, 2009), el virus de la
paralisis lenta (VPL) (Neumann and Carreck
2010), el virus de la pardlisis aguda israeli
(VPAI) (Cox-Foster et al., 2007), el virus de la
paralisis aguda (VPA) (Genersch et al., 2010)
y el Virus de las alas deformes (VAD)
(Francis, Nielsen, and Kryger 2013).

En el caso de las enfermedades virales se
cuenta con el establecimiento de diferentes
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PCR’s para poder detectar y cuantificar virus.
La mayoria de estas detectan solo una
pequefia porcién del genoma viral o las
proteinas de la capside. Los métodos para la
deteccion del virus de las abejas meliferas se
basan en la reaccion en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa (RT-
PCR) ya que todos los virus que afectan a las
abejas son de tipo ARN. Varios autores han
establecido RT-PCR o (gRT-PCR para
detectar en muestras de abejas
asintomaticas los virus KBV, SBPV, IAPV,
ABPV, DWYV, (Tentcheva 2004, Gauthier
2007, Molineri en 2017). En 2021 Huang y
colaboradores establecen una RT-PCR
empleando como muestra hemolinfa para la
deteccion viral.

En 2015 Leal, et al, detectaron en dos
regiones apicolas de México, el virus de las
celdas reales negras (VCRN) por medio de
RT-PCR en abejas obreras aparentemente
sanas. El 34.9% (74/212) de las muestras de
abejas obreras adultas estudiadas fueron
positivas (Tabla 1) y comprobados mediante
secuenciacion y tras realizar el analisis se
encontré un 95 % de similitud con las
secuencias del VCRN reportadas en el
Genbank. EI VCRN afecta principalmente a
las crias de las abejas reina y este estudio
fue realizado en abejas obreras, quienes
podrian  actuar como  portadoras Yy
transmisoras del virus diseminando la
enfermedad, al momento de alimentar a las
crias de las reinas y de ahi la importancia de
la deteccion del VCRN en estas abejas.

Leal, et al., en 2016, desarrollaron una PCR
para detectar VPAI y determinaron una
prevalencia del 7.8% de un total de 501
muestras de abejas meliferas adultas
asintomaticas con un porcentaje de similitud
del 99% con las secuencias reportadas para
el VPAI. En el mismo afio, el grupo de trabajo
también realizé la deteccién de virus de la
cria ensacada en abejas meliferas en dos
regiones apicolas de México, empleando la
técnica de RT-PCR obteniendo una
prevalencia del 0.68% para la regiéon de la
Peninsula y del 6.2% para el Altiplano siendo
relativamente baja en ambas regiones
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(Tabla 1). La enfermedad de la cria ensacada
rara vez adquiere caracter epizod6tico y por lo
comun presenta un curso inofensivo, asi
como lo observaron en este trabajo.

En 2021 Leal, et al., detectaron mediante RT-
PCR la presencia del virus de las alas
deformes en abejas adultas asintomaticas y
buscaron su relacién con Varroa destructor,
determinando primeramente los niveles
infestacion de varroa encontrando una
prevalencia del 65.75% del total (330) de las
muestras evaluadas, mientras que VAD se
logré detectar por RT-PCR en el 51.21 %
(169 de 330) del total de las muestras, de las
cuales solo el 37.9% presento algun grado de
infestacion con varroa y el 13.6 % (145) fue
negativo al 4caro pero positivo al virus y el
26.66% de muestras negativas al virus fueron
positivas a varroa con algun grado de
infestacion (Tabla 1). Este tipo de estudios
muestra la importancia de realizar un
diagndstico integral a nivel de laboratorio y
también que no porque varroa esté presente
necesariamente van a estar infectadas con el
virus. Sin embargo; es necesario siempre
mantener los niveles de infestacion del
parasito lo mas bajo posible, ya que a niveles
elevados aumenta la probabilidad de
transmision de enfermedades a las colonias
de abejas débiles, pues es considerado el
principal factor predisponente para los virus
ya por su forma de alimentarse aumenta su
capacidad para actuar como vector ayudando
a la propagacién de diferentes virus (Berényi
et al., 2006, Chen and Siede 2007, Dalmon et
al., 2021; Fearon and Tibbetts 2021).

Conclusiones

Los resultados obtenidos en México y en
otras partes del mundo permiten confirmar
que el diagnéstico molecular a través de las
técnicas de PCR son una potente
herramienta no solo para diagnosticar
enfermedades, sino también para investigar
los agentes patégenos, generar informacion
para conocer y entender mejor las diferentes
enfermedades y el fendmeno de la pérdida

46



Articulos

de colmenas (Antunez 2004, Riviere 2013).
Este tipo de andlisis permite disefiar medidas
de control oportunas para diferentes
patologias, sin importar si se trata de virus,
bacterias o parasitos.

Siempre serd mejor realizar un manejo
preventivo, el cual incluye mantener colonias
sanas, fuertes y bien alimentadas, ademas
de realizar de manera periédica muestreos al
azar en al menos el 10% de las colonias
aparentemente sanas que conforman un
apiario, para conocer el estatus sanitario de
la unidad de produccién. Es muy importante
tomar en cuenta los posibles vectores y
transmisores de las diferentes enfermedades,
como pueden ser las abejas adultas
asintomaticas y el acaro V. destructor. Otra
recomendacién es fomentar la vinculacion
entre productores e instituciones
gubernamentales y de educacién para
apoyarlos en los manejos preventivos,
diagndstico y control de las enfermedades,
esto con la finalidad de mantener sanas a las
abejas y mejorar los niveles de produccion.
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