CAPITULO 2.9.2.

LOQUE AMERICANA

RESUMEN

La Logue americana afecta a la larva de la abeja de miel Apis mellifera y de otras sub-especies de
Apis en todo el mundo. El organismo causante de esta enfermedad, la subespecie larvae (White),
de Paenibacillus larvae (White), es una bacteria que puede producir mas de mil millones de
esporas en cada larva infectada. Las esporas son extremadamente resistentes al calor y a los
agentes quimicos y ellas solas son capaces de inducir la enfermedad.

Identificacién del agente: Los panales de las colonias infectadas tienen una apariencia moteada
debido a una mezcla de crias operculadas sanas, celdas no operculadas que contienen restos de
larvas enfermas y celdas vacias. Esto no es sélo caracteristico de la Loque americana. Las celdas
operculadas de una larva enferma aparecen humedas y oscuras, volviéndose céncavas vy,
posiblemente, perforadas a medida que progresa la infeccion. El color de la larva o pupa cambia a
marrén crema y luego a marrén oscuro con una apariencia viscosa cuando se extraen. Durante el
estadio avanzado se desprende un olor caracteristico. Eventualmente, la cria enferma se seca y
forma unas escamas fragiles caracteristicas, que se adhieren fuertemente a las partes bajas de las
celdas. La formaciéon de una lengua pupal es una de las sefiales mas caracteristicas de la
enfermedad, aunque raramente observada, y precede a la formacion de escamas.

El método a utilizar para el diagnéstico de la Loque americana depende de si los signos clinicos de
la enfermedad estan presentes o no. En caso de enfermedad clinica, se dispone de diferentes
técnicas de laboratorio sencillas para su confirmacion. Algunas de ellas requieren el aislamiento del
agente patégeno por medio de sub-cultivos. La presencia de esporas resistentes al calor, las
caracteristicas de crecimiento de la bacteria, y la morfologia de la colonia, combinadas con las
siguientes pruebas simples de laboratorio, se consideran concluyentes: tincion de Gram, prueba de
la catalasa, y prueba de la reduccién de nitratos (facultativa). Puede realizarse una identificacion
completa de la bacteria aislada estableciendo su perfil bioquimico 0 mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Esta ultima también permite el examen directo de los restos de la
larva sin llevar a cabo la larga etapa de cultivo previo. Las técnicas basadas en los anticuerpos son
Utiles cuando no se han demostrado reacciones cruzadas con otros bacilos, por ejemplo contra el
Paenibacillus alvei, que se encuentra con frecuencia en la ultima fase de la Loque europea.

Cuando no existen signos clinicos o0 no se tiene informacion sobre la apariencia de los panales de
crias (examenes de los productos de las abejas meliferas), se recomienda la identificaciéon del
agente patégeno. Esta puede realizarse mediante perfil bioquimico (de las colonias aisladas
sospechosas) o por PCR (directamente sobre las muestras o después del cultivo). Sélo las
personas experimentadas pueden basarse en las caracteristicas del crecimiento, en la morfologia
de la colonia y en la utilizacién exclusiva de sencillas técnicas de confirmacion de laboratorio antes
mencionadas.

Pruebas seroldgicas: No existen pruebas serol6gicas disponibles.

Requisitos para las vacunas y los materiales de diagndstico: No existen productos bioldgicos
disponibles.

A. INTRODUCCION

La Loque americana es una enfermedad que afecta a la larva de la abeja de miel Apis mellifera y de otras sub-
especies de Apis, y se da en todas las zonas del mundo donde se crian tales abejas. El organismo causante,
Paenibacillus larvae subesp. larvae, es una bacteria que puede producir mas de mil millones de esporas en cada
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larva infectada. La bacteria es un bacilo de extremos redondeados, recto 0, a veces, curvo, que varia mucho de
tamafio (0,5 um de ancho por 1,5-6 pm de largo), y se presenta solo, en cadenas y en filamentos; algunas cepas
son moviles. Con frecuencia, los esporangios son escasos in vitro, y las esporas elipsoidales, centrales o sub-
terminales, que pueden deformar el esporangio se con frecuencia se encuentran libres (15). Las esporas son
extremadamente estables al calor y resistentes a los agentes quimicos. Sélo las esporas son capaces de inducir
la enfermedad.

La infeccién puede transmitirse a la larva por las abejas nodrizas o por las esporas que permanecen en la base
de las celdas de las crias. Aunque las larvas de las abejas obreras, de los zadnganos y de las reinas son
susceptibles de infeccion, las larvas de las reinas y los zanganos infectadas se observan raramente en
condiciones naturales. La susceptibilidad de las larvas a la Loque americana disminuye cuando aumenta la edad
(32); las larvas no pueden ser infectadas después de transcurridas 53 horas después de que el huevo ha
eclosionado. La dosis media infectiva (ID5,= dosis de espora con la cual un 50% de las larvas mueren) necesaria
para el inicio de la infeccion, aunque muy variable, es 8.49 esporas para las larvas que tienen entre 24 y 48 horas
de vida (13). La forma méas comun de propagacion de la enfermedad de una colonia a otra es el intercambio de
panales con restos de larvas enfermas. Ademas, la enfermedad también puede propagarse por el robo de miel
cargada de esporas o la alimentacion con esta miel, por enjambres artificiales y por la introduccion de reinas
procedentes de colonias infectadas. La pronta deteccion de la Loque americana puede ayudar a prevenir la
propagacion de la enfermedad.

B. TECNICAS DE DIAGNOSTICO

1. ldentificacion del agente

Una larva sana tiene un color blanco perla brillante. Primero se desarrolla en forma de C en el fondo de la celda y
posteriormente crece erguida hasta llenar la celda. Las larvas infectadas mueren en esta posicién erecta. En
colonias seriamente afectadas, los panales parecen estar moteados debido a una combinacion de crias
operculadas sanas, células no operculadas con restos de larvas enfermas y celdas vacias. El opérculo de una
celda que contiene una larva enferma aparece humedo y oscurecido y empieza a ponerse concavo y perforado a
medida que avanza la infeccion. También la larva o pupa cambia de color, primero a marron cremoso Y,
eventualmente, a marrén oscuro. Las larvas adquieren una consistencia glutinosa y pueden extraerse como hilos
insertando una sonda dentro de los restos de la larva y retirdndola de la celda. En esta etapa la larva adquiere un
olor caracteristico parecido a la cola animal. Finalmente, después de un mes o mas, los restos de las crias
enfermas se secan formando las tipicas escamas oscuras y duras que son fragiles y se adhieren fuertemente a
las paredes bajas de la celda. (Figura 1). Si la muerte tiene lugar durante el estado pupal, la formacién de la
lengua pupal, una protuberancia que va desde la cabeza pupal atravesando la parte superior de la celda, es uno
de los signos mas caracteristicos de la enfermedad, aunque esto raramente se puede ver. (Figura 2c). La lengua
puede persistir también en la escama seca.
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Fig. 1. Progresion de la enfermedad: (a) Punto de infeccion. (b) Desarrollo de la larva hasta la etapa prepupal.

(c) Se reduce el contenido de las celdas y la operculacién se hace hacia dentro o es perforada. (d) El contenido

de las celdas se vuelve glutinoso.
(e) Escama residual fuertemente adherida a la base de la celda.
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El método a utilizar para el diagnostico de la Loque americana depende de si los signos clinicos estan presentes
0 no. En caso de enfermedad clinica, se dispone de varias técnicas sencillas de laboratorio para confirmarla.
Algunas de ellas requieren el aislamiento del agente patégeno por sub-cultivo. La presencia de esporas
resistentes al calor, las caracteristicas de crecimiento de la bacteria, y la morfologia de la colonia, combinadas
con las siguientes pruebas simples de laboratorio, se consideran concluyentes: tincién de Gram, prueba de la
catalasa, y prueba de la reduccion de nitratos (facultativa). Puede realizarse una identificacion completa de la
bacteria aislada mediante el establecimiento del perfil bioquimico o la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR). Esta ultima también permite el examen directo de los restos de la larva sin llevar a cabo la larga etapa de
cultivo previo. Se describen otros métodos para el examen directo de los restos de la larva: la técnica modificada
de la gota pendiente, la prueba lactea de Holst y diferentes técnicas basadas en anticuerpos. La técnica
modificada de la gota pendiente basada en los movimientos Brownianos de las esporas de P.l. larvae, y en su
morfologia tiene una especificidad baja. Lo mismo cabe decir de la prueba lactea de Holst que esta basada en un
alto nivel de actividad proteolitica durante la esporulacién de P.I. larvae. Ambas pruebas no deben usarse por si
solas. Las técnicas basadas en anticuerpos son utiles cuando se demuestre la ausencia de una reaccion cruzada
con otros bacilos, por ejemplo, contra Paenibacillus alvei, que se encuentra a menudo en la fase final de la Loque
europea.

Cuando no existen signos clinicos o no se tiene informacion sobre la apariencia de los panales de cria (examen
de los productos de las abejas meliferas), se recomienda una identificacion cuidadosa del agente patégeno. Esto
puede hacerse por perfil bioguimico (en colonias sospechosas aisladas) o por PCR (directamente en las
muestras después del cultivo). Sélo personas experimentadas pueden basarse en las caracteristicas de
crecimiento, en la morfologia de las colonias y Unicamente en las técnicas de laboratorio de confirmaciéon simples
antes mencionadas.

i

Fig. 2. Loque americana clinica (a-c) y reaccion de Gram (d): (a) Los panales tienen apariencia moteada.
(b) Un palillo saca restos de larva marrones y semi-fluidos en forma de hilo viscoso. (c) La formacién de una
lengua pupal es un signo caracteristico, pero es raro que se la vea. (d) El examen microscépico de colonias
aisladas revela bacilos Gram-positivos, que se encuentran aislados o en cadenas.

a) Preparacion de la muestra

Cuando se observan signos tipicos de la enfermedad en el apiario, se recomienda enviar al laboratorio una
porcion del panal de cria de aproximadamente 20 cm?2, que contenga el mayor nimero posible de crias
muertas y descoloridas. En la muestra no debe haber miel. La muestra puede envolverse en papel, sin
apretarla, y deben evitarse envoltorios tales como bolsas de plastico, papel de aluminio, papel parafinado,
lata o cristal, dado que con dichos materiales las muestras se enmohecen, lo que casi imposibilita la
realizacion de un diagnéstico preciso. Las muestras pueden enviarse en una caja de cartdon grueso o de
madera. Si no se puede enviar una parte del panal, la sonda utilizada para examinar el contenido de las
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b)

celdas debe contener suficiente material para realizar cualquier prueba. Esta también puede envolverse en
papel o colocarse en un tubo apropiado. Sin embargo, s6lo puede tenerse en cuenta una muestra de
tamafio tan pequefio, cuando la persona que la toma es suficientemente experta o esta bien entrenada para
identificar las areas enfermas en el panal.

Algunas veces los restos de las larvas son dificiles de localizar debido a las condiciones del panal. El
material de las escamas puede localizarse de forma efectiva utilizando luz ultra-violeta o casi ultra-violeta.
La exposicion entre 310 y 400 nm provocara la fluorescencia de cualquier material de escamas. Debe
utilizarse esta técnica con cierto cuidado, dado que tanto la miel como el polen también pueden tornarse
fluorescentes.

Cuando el examen macroscopico del apiario realizado por una persona experimentada revela que los
panales de cria tienen una apariencia sana, deben enviarse muestras de miel al laboratorio para ser
analizadas. Las muestras procedentes de alimentos y recogidas de las celdas operculadas cercanas al nido
de cria, pueden tomarse con una cuchara y colocarse dentro de una bolsa o tubo de plastico (31). También
se puede tomar la miel recolectada lista para la venta, aunque esto no permite la identificacion de las
colonias enfermas si hay esporas presentes en la muestra. El tamafio de las muestras deberia ser de 30 a
50 gramos.

Técnicas de cultivo

Para cultivar P. |. larvae a partir de los restos larvales, se preparan suspensiones de esporas en un tubo de
ensayo mezclando el material infectado en 5-10 ml de agua esterilizada, solucion fisiolégica ( tampon
fosfato salino o NaCl al 0,9%) o en medio liquido (la misma composicion del medio sélido descrita mas
adelante, pero sin agar). Todos los medios de cultivo deben someterse a control de calidad y deben permitir
el crecimiento de P. . larvae a partir de pequefios indculos. En paralelo con las muestras sospechosas
debera cultivarse también una cepa de referencia para garantizar que las pruebas funcionan de forma
correcta.

Para examinar las esporas de las muestras de miel, éstas se calientan a 45-50°C y se agitan para distribuir
las esporas que estén presentes. Una dilucién con un volumen igual de agua (25 ml), permite un manejo
mas facil. La miel diluida se transfiere a un tubo de didlisis de 44 mm de ancho que se ha atado por un
extremo. El extremo que esta abierto se ata después de llenar el tubo. Los tubos se sumergen en agua
corriente 0 en un bafio de agua durante 18 horas, cambiando el agua 3-4 veces durante este periodo.
Después de la dialisis, el contenido se centrifuga a 2.000 g durante 20 minutos. Se desecha el liquido
sobrenadante dejando aproximadamente 1 ml (o menos) de residuo en cada muestra. El sedimento se
resuspende en 9 ml de agua (29).

También puede prepararse la miel para cultivo sin realizar la fase de dialisis. Sin embargo, eso requiere un
tiempo mayor (30 minutos) y una centrifugacion mas rapida (3.000 g). Asimismo, el volumen en el cual se
resuspende el sedimento puede ser menor (200 pl) con el fin de aumentar la sensibilidad de la prueba (6).
Cualquiera que sea el método que se elija, cuando se expresa el resultado de los andlisis de la miel de
manera cuantitativa y se fijan los valores limite, siempre se debe seguir estrictamente la metodologia
utilizada para establecer dichos valores.

Tanto las muestras tomadas de los panales de cria como las de miel pueden procesarse de la misma forma
a partir de este momento. La suspension se calienta a 80°C durante 10 minutos para matar las bacterias no
esporuladoras. Se utiliza un hisopo de algoddn aséptico para transferir una porcion de la suspension a la
superficie de las placas de Petri que contienen medio sélido, las cuales se incuban durante 2-4 dias a 34—
37°C. Para una evaluacion cuantitativa se recomienda extender un volumen fijo de la suspensién en agar
sélido con una espatula aséptica en lugar de utilizar hisopos de algodon. Lo mejor es incubar las placas
inoculadas en una atmosfera con 5-10% CO,, aunque se podra realizar también una incubacién aerobica.

Se pueden utilizar diferentes medios sélidos incluyendo agar infusién cerebro-corazén suplementado con
tiamina HCI (29), medio J (19), MYPGP (7), medio de Michael (5) y agar Columbia que contenga sangre de
caballo al 5% (15). Este Ultimo puede empezar a decolorarse o a hemolisarse parcialmente cuando P.l.
larvae crece en dicho medio.

Las muestras obtenidas de larvas clinicamente enfermas daran lugar a placas con crecimiento confluyente
después de 2 a 4 dias, lo que conduce a la fase de subcultivo con el fin de obtener colonias aisladas. En
agar sangre Columbia, las colonias son pequefias (< 1 mm de didmetro), regulares, brillantes, mantecosas,
y de color grisaceo o descolorido, con pigmentos de sangre (15). En medio de Michael, las colonias son
blanquecinas, opacas, aplanadas, con bordes irregulares y generalmente con un diametro de 1-3 mm (5).
Se recomienda a los técnicos sin experiencia operar en paralelo con las cepas de referencia de P.l. larvae,
por ejemplo LMG 9820 (otra denominacion es AYCC 9545). Una muestra de miel o de crias que ha
resultado positiva puede servir como control positivo para el analisis completo.
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Pueden surgir dificultades cuando las suspensiones de esporas contienen otras bacterias esporuladas, las
cuales pueden saturar por completo el cultivo. Si esto es asi, se recomienda complementar el medio
sélidocon acido nalidixico (18) y/o acido pipemidico (2). Las soluciones madre se preparan disolviendo
0,3 gramos de acido nalidixico o 0,4 g de &cido pipemidico en 2 ml de NaOH 1 N y diluyendo a 100 ml con
tampodn fosfato 0,01M o agua, se esterilizan por filtracion y se guardan refrigeradas. Estas soluciones madre
se afiaden al medio de agar liquido para obtener una concentracion final de 6-9 pg/ml de acido nalidixico y
10-20 pg/ml de acido pipemidico.

También se han recuperado esporas similares a P. |. larvae de la cera de las abejas por extraccion con
cloroformo (21) y del polen mediante filtracion acuosa (10).

Pruebas confirmativas sencillas

Paenibacillus I. larvae es un bacilo Gram-positivo, con algunos rasgos que lo diferencian de muchos otros
bacilos que contaminan a las abejas y a sus productos. En efecto, la bacteria es catalasa negativa (14) y
reduce el nitrato a nitrito (23). En consecuencia, varias pruebas sencillas de laboratorio pueden confirmar la
Loque americana si se observan signos clinicos y cuando el cultivo de muestras tratadas con calor produce
colonias con una caracteristica morfologia y velocidad de crecimiento (lenta), que contienen bacilos Gram-
positivos.

Prueba de la Catalasa: Se coloca una gota de peréxido de hidrégeno al 3% en un cultivo en crecimiento
activo sobre un medio soélido. La mayoria de las bacterias aerébicas descomponen el peréxido en agua y
oxigeno, produciendo una espuma efervescente, pero P.l. larvae casi siempre es negativa a esta reaccion.
Cuando se utilizan cultivos en agar sangre Columbia la prueba no puede realizarse en medio soélido, dado
que la presencia de sangre de caballo causaria una reaccion falsa positiva. En este caso, las colonias
deben transferirse a un portaobjetos limpio para la realizacion de la prueba.

Prueba de la reduccion de nitratos: la bacteria puede obtenerse en medio agar infusion de cerebro-corazén
que contenga nitrato de potasio (1-2 mg/litro de medio). Cuando tiene lugar el crecimiento, la adiccion de
una gota de reactivo &cido sulfanilico -alfa-naftol produce un color rojo si el nitrato se ha reducido a nitrito.
También se han descrito cepas nitrato reductasa negativas (16, 20).

Perfil bioquimico

Cuando el analista no puede basarse en la presencia de signos clinicos (por ejemplo, examen de los
productos de las abejas meliferas) o cuando la enfermedad est4 aun en su fase subclinica, se recomienda
una identificacibn mas completa del agente patégeno. Puede considerarse como concluyente el
establecimiento del perfil bioquimico de colonias aisladas sospechosas asi como de sus caracteristicas
béasicas (resistencia al calor, velocidad de crecimiento, morfologia de la colonia y morfologia de las
bacterias). Para establecer el perfil bioquimico se requiere, ademas de las pruebas de catalasa y reduccion
de nitratos, antes mencionadas, la produccién de acido a partir de carbohidratos, la hidrélisis de almidén y
caseina, la utilizacion de citrato y la licuacién de gelatina.

Produccién de acidos a partir de carbohidratos (11): Las bacterias se cultivan en caldo J (la
misma composicion que la del medio J, pero sin agar), en el que el 0,5% del sustrato de prueba, esterilizado
por separado en una solucién acuosa, se sustituye por el azlcar. Los carbohidratos utilizados son L (+)-
arabinosa, D (+)-glucosa, D (+)-xilosa y D (+)-trehalosa. Los cultivos se prueban a los 14 dias tomando
asépticamente 1 ml o menos, mezclando la muestra con una gota de purpura de bromocresol alcohdlico al
0,04% y observando el color del indicador. Paenibacillus I. larvae produce acido de forma aerébica a partir
de la glucosa y de la trehalosa. No se produce acido a partir de la arabinosa y la xilosa (1). La diferenciacion
entre P. |. larvae and P. |. pulvifaciens —la Ultima se asocia con la rara enfermedad de nombre “costra
pulverulenta” — puede realizarse sobre la base de la produccion de acido a partir de manita y salicina (15).
Este parece ser uno de los pocos rasgos que permiten la diferenciacion de las sub-especies. Ademas, P. .
pulvifaciens también crece a 20°C (P. I. larvae no lo hace) y algunas cepas producen colonias pigmentadas
de color amarillo-naranja (15).

Hidrolisis de almiddn (11): Se disuelve 1 g de almidon de patata en 10 ml de agua destilada fria, se mezcla
con 100 ml de medio J sin glucosa, se autoclava, se enfria a 45°C y luego se mezcla con cuidado y se vierte
en 5 placas de Petri. Después de 3 dias de almacenamiento a temperatura ambiente (para permitir que se
evapore el exceso de humedad), las placas se siembran por duplicado con cada cultivo. En los dias 5y 10
de la incubacién, las placas se inundan con yodo de Gram. Transcurridos 15-30 minutos, el almidén que no
ha cambiado se vuelve violeta y opaco. Una vez raspado el crecimiento, una zona clara debajo y alrededor
del mismo indica hidrolisis del almidén. Las cepas de Paenibacillus I. larvae no hidrolizan el almidén.
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Hidrdlisis de la caseina (5): el medio que se utiliza para esta prueba se compone de una solucién A (10 g de
leche en polvo desnatada, 90 ml de agua destilada) y una solucion B (3 g de agar, 97 ml de agua destilada)
que se esterilizan por separado (a 121° C durante 20 minutos), se enfrian hasta 45°C y luego se mezclan. El
medio asi preparado (25 ml) se vierte en placas de Petri que son inoculadas con cultivos de 24 horas. Se
prolonga la incubacién sin interrupcion durante 7 dias. Una reaccion positiva se indica por la clarificacion del
medio por debajo y alrededor de la zona de crecimiento de la colonia. Paenibacillus |. larvae produce una
reaccion positiva.

Utilizacién de citrato: éste se prueba utilizando medio J semi-sélido sin glucosa, pero suplementado con 2 g
de citrato de sodio (11). El medio, esterilizado en tubos de ensayo, se inocula con dos o tres gotas de un
cultivo reciente (de 3-4 dias) en medio J semi-solido. Los dias 14 y 21 de la incubacién, se mezcla una
pequefia cantidad del cultivo con un indicador rojo de fenol. Una reaccion alcalina significa que utiliza el
citrato. Paenibacillus I. larvae no utiliza el citrato.

Crecimiento en caldo nutritivo (11): las bacterias se inoculan en un tubo de caldo nutritivo (3 g de extracto
de carne, 5 g de peptona, 1.000 ml de agua destilada) y se incuban hasta que aparezca crecimiento o
durante 14 dias. Si el cultivo crece, se transfiere una pequefia cantidad a otro tubo de caldo nutritivo. Este
procedimiento se repite de forma seriada con 10 transferencias sucesivas o hasta que no haya crecimiento.
Solo los cultivos que sobrevivan a las 10 transferencias seriadas se consideran aptos para crecer en caldo
nutritivo. Paenibacillus I. larvae no es capaz de resistir la transferencia seriada en caldo nutritivo (1). Por el
contrario P. |. pulvifaciens puede crecer en este medio de rutina. (15)

Licuacién de la gelatina (11): los cultivos en tubos de gelatina (120 g de gelatina, 1.000 ml de agua
destilada, pH 7,0) incubados a 28°C se prueban para observar la licuacién a intervalos de 3-4 dias durante 4
semanas. Antes de la prueba, se ponen los cultivos a 20° C durante 4 horas aproximadamente para permitir
que la gelatina se endurezca. Paenibacillus . larvae licua la gelatina. (1).

Puede considerarse la utilizacion de kits comerciales, como APl 50 CHB (5) y BBL CRYSTAL (8), para una
caracterizacion bioquimica de P. I. larvae. Sin embargo, como se ha comprobado que estos equipos
producen diferentes resultados para algunas de las reacciones bioguimicas, tiene que elaborarse un perfil
de P. |. larvae para cada sistema de forma independiente (8).

Reaccién en cadena de la polimerasa

La PCR es una técnica de huella genética que permite la identificacion de aislados bacterianos
sospechosos y la deteccién de P. I. larvae en larvas clinica y subclinicamente enfermas y en los productos
de las abejas meliferas. El tratamiento de las muestras depende de la aplicacion de la prueba.

Se toma una colonia sospechosa, se suspende en 50 pl de agua destilada y se calienta a 95°C durante
15 minutos (12). Después de centrifugar a 5.000 x g durante 5 minutos, se afiade como ADN molde 1 pl del
sobrenadante a una mezcla de 50 pl para PCR que contiene MgCl, 2 mM, 50 pmoles de un cebador directo
y uno inverso (las secuencias de los cebadores se indican mas adelante), una concentracién de 25-200 mM
de cada uno de los desoxinucleétidos trifosfato, y 1-1,25 U de polimerasa Taq. La amplificacién de un
fragmento especifico del ADN se obtiene mediante un termociclador ajustado a las siguientes condiciones
para la PCR: una etapa a 95° C (1-15 minutos); 30 ciclos a 93° C (1 minuto); 55°C (30 segundos) y 72°C (1
minuto) y un ciclo final a 72° C (5 minutos). Los pesos moleculares de los productos obtenidos de la PCR se
determinan por electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% Y tincién con bromuro de etidio.

Se suspenden los restos de dos larvas de abejas de miel enfermas en 1ml de agua destilada esterilizada y
se mezcla bien; se diluyen 100 pl de esta suspension con 900 pl de agua destilada. Esta dilucion se agita y
se utilizan 100 pl de la misma para extraer el ADN por calentamiento y centrifugacion. (véase arriba) (9). El
método PCR permanece igual en las diferentes aplicaciones.

El método de preparacion para el ADN molde, anteriormente mencionado, basado en calentamiento y
centrifugacion, solo puede utilizarse en las fases vegetativas de las bacterias. La extraccion del ADN de las
esporas requiere otro enfoque. En efecto, las suspensiones de esporas se centrifugan a 6.000 g y a 4°C
durante 30 minutos. El precipitado se somete entonces a un tratamiento en microondas durante 5 minutos a
la maxima potencia para romper las esporas, y el ADN liberado se suspende en 30 ul de Tris/HCI 10 mM,
pH 8,0, que contenga &cido etilendiamino tetra-acético (EDTA) 1 mM. Cuando se trata de detectar las
esporas en la miel, el ADN se diluye de forma seriada con agua destilada esterilizada para eliminar la
inhibicion de la PCR causada por la miel (28). Se ha descrito otro método de extraccion del ADN basado en
el tratamiento con lisozima y la proteinasa K (4).

Se pueden obtener buenos resultados incubando una suspensién de esporas precipitadas (por ejemplo, de
una muestra de miel o de larvas infectadas subclinicamente) en caldo MYPGP a 37°C durante 2-24 horas.
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g)

h)

La suspension se centrifuga después a 14.500 g durante 5 minutos, se lava con agua destilada esterilizada
y se resuspende en 200 pl de agua destilada esterilizada. Esta breve fase de incubaciéon hace que las
esporas germinen haciendo que sean sensibles para la preparacion de ADN mediante un nuevo tratamiento
por calor (véase arriba) (22).

Se ha demostrado que varias combinaciones de cebadores basadas en el gen rRNA 16S son especificas de
especie. Es posible la diferenciacién entre P. I. larvae and P. I. pulvifaciens utilizando el conjunto de
cebadores proporcionado por Piccini et al., cuando el nimero de ciclos se reduce de 30 a 25 (28). Las
secuencias de los cebadores son:

Ref.  Direccién Secuencia Tamario del Nivel de
producto-PCR  especificidad

(12) Directo 5'-AAG-TCG-AGC-GGA-CCT-TGT-GTT-TC-3’ 973 bp especies
inverso 5'-TCT-ATC-TCA-AAA-CCG-GTC-AGA-GG-3’

9) Directo 5-CTT-GTG-TTT-CTT-TCG-GGA-GAC-GCC-A-3’ 1106 bp especies
Inverso 5-TCT-TAG-AGT-GCC-CAC-CTC-TGC-G-3

(28) Directo 5-CGA-GCG-GAC-CTT-GTG-TTT-CC-3’ 700 bp subespecies
inverso 5-TCA-GTT-ATA-GGC-CAG-AAA-GC-3’

La identificacién de las dos subespecies también es posible mediante la digestion posterior, con
endonucleasa Haelll, de un fragmento de ADNr 16S amplificado por PCR (3). A tal efecto, los cebadores
que se utilizan tienen una especificidad mucho mas baja y amplifican los genes rRNA 16S de las especies
de Bacillus, Paenibacillus, Brevibacillus y Virgibacillus

Técnica modificada de la gota pendiente

La técnica modificada de la gota pendiente (21) se puede realizar directamente con los restos de las larvas.
Sin embargo, esta técnica no es concluyente debido a su baja especificidad.

Se mezcla el material sospechoso con agua y se coloca una gota de esta suspensién en un cubre, se seca,
se fija por calor, y se tifie durante 30 segundos con carbol fucsina o una tincién para esporas adecuada. Se
aclara con agua cualquier exceso de colorante. Mientras la preparacion esta aun himeda, el cubreobjetos
se invierte sobre un porta sobre el que se ha colocado una fina capa de aceite de inmersion. El exceso de
agua saldra a la superficie. Se seca el porta con cuidado y se examina con un microscopio de gran
potencia. Mediante el examen de zonas en las que se han formado bolsas de agua en el aceite, se veran
las esporas de P.l. larvae mostrando un movimiento Browniano. Frecuentemente, las esporas de otros
bacilos permanecen fijas; ademas, esta técnica permite el examen microscopico de la morfologia
caracteristica de las esporas de Loque. Si la infeccién tiene menos de 10 dias, se presentan formas
vegetativas largas de la bacteria y se pueden observar algunas esporas recién formadas (24).

Prueba lactea de Holst

La prueba lactea de Holst (17) se basa en el hecho de que P.l. larvae produce una gran cantidad de
enzimas proteoliticas durante la esporulacion..Esta prueba se realiza suspendiendo una escama
sospechosa, o un frotis de una larva enferma en un tubo que contenga 1-4 ml de leche en polvo desnatada
al 1%. El tubo se incuba a 37°C. Si P.l. larvae esta presente, la suspension se aclarara en 10-20 minutos

Técnicas basadas en anticuerpos

Se han desarrollado diferentes técnicas basadas en anticuerpos para el diagnéstico de la Loque americana.
La mayoria de ellas utilizan suero policlonal de conejo obtenido frente a cultivos puros de P.l. larvae. En una
prueba de inmunodifusion, los anticuerpos interactian con el antigeno bacteriano durante un proceso de
difusién doble, dejando lineas de precipitacion (27). En la técnica de anticuerpos fluorescentes, estos
anticuerpos se conjugan con un fluorocromo. El anticuerpo fluorescente resultante reacciona con un frotis
bacteriano sobre un porta. Se enjuaga el antisuero sobrante y se examina el frotis con un microscopio de
fluorescencia. Paenibacillus I. larvae se tifie especificamente como una bacteria muy fluorescente sobre un
fondo oscuro (26, 30, 33). Las técnicas basadas en anticuerpos son Utiles cuando no se ha demostrado una
reaccion cruzada con otros bacilos, por ejemplo, contra Paenibacillus alvei, que se encuentra a menudo en
la dltima fase de la Logque europea.

Existe un enzimoinmunoensayo en el que se utiliza un anticuerpo monoclonal especifico para P.l. larvae
(25).
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2.

Pruebas serolégicas

No existen pruebas seroldgicas disponibles.

C. REQUISITOS PARA LAS VACUNAS Y LOS MATERIALES DE DIAGNOSTICO

No existen vacunas ni materiales de diagndstico disponibles.
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