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RESUME

La actividad apfcola ha venido adquiriendo cada vez mayor
relevancia dentro del sector agroexportador. Sin embargo, I
pr sencia d patogenos bacterianos como Paenibacillus larvae
larvae y virales, como el virus de la panilisis cronica (CBPY) y
el virus de la panllisis aguda (ABPY), repres ntan un desaffo
para profesionales y apicultores. El objetivo del presente tra
bajo fue d sarrol1ar metodos moleculares para det ctar difer n
t s patogenos apicolas. El ADN bacteriano fue extrafdo de lar
vas, abejas y mi I, mientras que el ARN viral fue extraido de
abejas. Para 1a deteccion de P I. larvae se amplifico mediant
PCR un fragmento del gen que codifica para el ARNr 16S y un
fragmento que codifica para una metaloproteasa. Para la det c
cion de los virus, se amplifico mediant RT-PCR un fragmento
del gen que codifica para la ARN polimerasa viral del CBPY y
un fragmento del gen que codifica para protefnas de la c 'pside
en el caso del ABPY. P t. larvae fue detectado en larvas, abejas
y miel mientras que CBPY y ABPY fueron detectados n abe
jas. El diagnostico exitoso de estos patogenosmediant tecni
cas moleculares puede contribuir en el desarrollo de estrategias
de control de las enfermedades relacionadas con la apicultura
en Uruguay.

Palabras clave: Paenibacillu larvae larvae, virus de abejas,
PCR, RT-PCR.

SUMMARY

Apicultur h s strongly develop d in Uruguay during the r 
cent years. Howev r, the presence of pathog n b cteria such
as Paenibacillus larvae larvae and viruses, like Chronic Bee
Paralysis Yirus (CBPY) and Acut Be Paralysis Yirus (ASPY)
repres nts a chall nging problem to professionals and bee-k e
p rs. Therefore, the goal of the present work was to perform
molecular methods to d tect different pathogens that aff ct
honeybees. Bacterial DNA was extract d from different sam
ples including larvae, adult be s and honey, and viral R A was
xtracted from adult bees. For the det ction of P f. larvae, a

partial r gion of the 16S rRNA gene and a partial region of the
g ne that codifi s for a metallo-protease w re amplified by
PCR. Amplification ofa r gion of the CSPY gene that codifies
for the viral RNA pOlyl11 rase and amplification of a p rtial
region of the gene that codifies for an ABPY capsid protein
were done by RT-PCR. P I. larvae was detected in larvae bees
and honey whil CBPY and ABPY were detected in be s. Suc
cessful diagnosis of these bee pathogens from natural sampl s
confirmed that these molecular techniques are fast and sensiti
ve diagnosis tools that can contribute to the control of apicul
ture-related dise ses in Urugu y.

Key words: Paenibacillus larvae larvae, honeybee virus, P R,
RT-PCR.

TROD CCIO

Dadas sus condicion s de vida y cuida
do comuna1 los insectos sociales son un
blanco conspicuo para patogenos de di
fer ntes clas s tales como bact rias, vi
rus, hongos y protozoarios, hecho que
se pone claral11ente d manifiesto n 1
caso de las abejas melfferas (22).

La nfermedad bacteriana mas s vel' que
afecta a las larvas de bejas m Ifferas es
I Loque Am ricana, causad pori bac
t ria Gram positiva fornladora de espo
ras Paenibacil/us larvae subespeci lar-

ae y que da lugar a un progr sivo des
poblamiento de las colonias a~ ctadas
culminando usualmente con la muert d
la olonia (19).

Esta enferm dad est' distribuid l11un
dialment ,habiendo detectado casos en
los cinco continent s (1). En el Uruguay
se ncuentra ampl iam nte distribuida, en
particular en II itoral y sur del pais (7).

Las larv s de las obreras, r inas y z' nga
nos se inf ct n I ingerir linlento cont 
nlinado con spor s. A los pocos dias
ocurre la inf ccion sistel11ic , la larva
mu re y se d gr da porI ccion de nzi
mas prot oliticas b cteri n s. Aqu \I s
larvas menores d 24 hs son I s mas sus
ceptibles a la infecci6n y n cesit n un
b jo numero de sporas p ra inf ctarse
mi ntras qu larvas m yor s s tornan
progreslvamente nlaS resistentes (14). Se
ha propu sto qu la resistencia se debe a

la presencia de cOl11puestos inhibidor s
d I cr cinliento bacteriano n I intesti
no de la larva de mas de 24 hs. (15). Aun
que las abejas adultas no sufI' n I nfer
m dad, las esporas pued n p rmanec r
en el tracto digestivo pOl' mas d dos
111 ses, favoreciendo su disenlinacion.

POl' otra parte, tambi'n se han d scrito y
c racterizado mas de dieciocho irus qu
af ctan a I s abejas, entr ellos I irus
de I Par' lisis Cronic (CBPY) y 1 irus
d la P r' Iisis Aguda (ABPY) (10). El
CBPY fue uno de los prinleros irus is
lados d las abejas (8). Este es uno d los
pocos virus qu causan infecciones sin
tonlaticas, observandose abej s t mblo
rosas, que no vu Ian y se arr stran en I
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Cuadro 1. Fuente y 10calizaci6n geognlfica de las cepas de P./.larvas.

Nombre Fuente Departamen to

86 mi I Canelones

30 l11i I Tacuarembo

44 l11iel Our zno

20 miel Flor s

1 nliel Florida

99 nli I v lIej

14 l11iel M Idon do

46 nli I Treinta y Tr s

75 miel Rio egro

4 abejas Paysandu

5 abcj s P ys ndu

OLI larv s Colonia

OL4 I rv s Coloni

entrada de I COlnl n . S pued l11ulti
plicar hasta altos nivel s d partfcul s
vir I s n las abej s y cau p' rdidas sig
nificativas a los apicultor s. Las condi
ciones de deficienci nutricional y el 111 I
tielllpo asociados a verano e inviernos
severos favorecen los brot s d est vi
rus (4). Por 1 contrario, el ABPY s un
agente infcccioso comun n I s abejas,
qu causa inf cciones asintomaticas
(4,9). e ha postulado que este virus fue
el factor des ncad n nt en las mort n
dades d b jas ocurridas n colmenas
a~ ctadas con el acaro Varroa destructor
en Estados Unidos y en div rsos paises
d Europa (17,12, 23). La presencia de
ambos virus ha sido reportada en div r
sos paises aIred dor d I mundo (4) y re
ci ntement en nuestro laboratorio se
confirmo su presencia en Latinoamerica
(6). Dado que los sintomas producidos
por el CBPY pueden ser asociados
otras en~ rnl dad s de las ab jas 0 a in
toxicacion s con pesticidas, y qu los dos
virus pueden p rsistir en las poblacio
nes como infecciones inapa ent s 0 la
t ntes, para confirmar su presencia se
requiere un diagnostico de Iaboratorio
(26,11).

En los ultimos alios 1a apicu tura ha ex
perimentado un notable desarrollo en
Uruguay. Sin embargo, la pres ncia d
patogenos bacterianos como P I. larvae
(causante de la Logue Americana) 0 vi
rus, en particular d la PanlIisis Cronica
(CBPV) y d Ia Paralisis Aguda (ABPY),
potencialmente asociados a episodios de
d spoblamiento de colmenas en el p is
represcntan graves probl m s s nitarios.
Las tecnic s de diagnostico mol cuI r
pueden ahorrar mucho ti mpo y dinero
cuando se aplican n gran scala, siendo
una herramienta val iosa par v Iuar la
presencia de estos patog nos.

EI objctivo del pr sente tra jo fu po
neI' a punto t' cnic l110le ularcs para I
diagno tico de los l11cncionados p toge
nos apicolas. En el caso de P. I. lar\ ae
sc desarrollaron dos tecnicas cn bas
PCR, amplificando un frag nto de 700
pb correspondiente al g n ue codifica
para la subunidad 16S del j\RN riboso
mal (AR r 16S) y otro d 280 pb co
rr spondiente al gen que codific un
metaloproteas d pendiente ,de zinc.
P r d tect r la pres ncia d CSPY y

ASPY n l11U stras d abej e de rro
1\0 un 111 'tod d di gnostico basado en
RT-PCR ya qu anlbos son virus R A.

MATE

Muestra de larva, abeja mi I
para la det ccion de R l. larvae

Para stos nsayos se nlple rOil dos
I11U str s d Irs de Api nzellLfera con
sfntomas de Loque Al11eric na prov nien
tes de apiarios ubic dos en Colonia, dos
muestr s d abejas adultas d piarios
ubicados en P ys ndu y nu v muestras
de miel de pi rios localizados en dife
rentes r giones geografic s de nuestro
pafs (cuadro 1).

Cultivo d P. l. larvae

Para el culti 0 bact ri no los restos I r
vales s suspendieron en 1 1111 de gua
desti lada esteri lyse son1eti ron a shocl
termico a 80° dur nte 20 min. Este m'
todo ctiva I s esporas d P I. larvae y
elimina otras bact rias no formadoras de
esporas (3). Lu go d una agitacion vi
gorosa la susp nsion se centrifug6 a 650
x g durante 5 min en para eliminar los
restos larvales. EI sobrenadante se sem
bro n placas de agar J: triptona 0,5 %

(Difco), tracto d lev dur I % (Di-
fco), K

2
H

2
PO4 0 2 0/0, gl L1C 0,3 0/0

agar I 5 % (Difc ) (20). EI medio su
pi mento c n 9 I1g/1111 de ncido nal idL ico
( igma (JI I), para inhibir I crc imi n
to de otros l11icr org ni mos pcrtcnecien
tes I flora nornlal d Ias ollllenas (2)
como Paenibacilills alvei que pued in
vadir las placas inlpidiendo I desarrollo
de P I. lar) ae.

En el caso del cultivo a partir d b j
adultas, s tomaron grupo d 20 bejas
obreras 1l1U rtas y se colocaroll en un
bois steril para procesami Ilto en
StolJ2achel~ Se agregaron 10 ml de agu
desti lada steri lyse homogeneizo n un
Sto/17acher 80 Lab Blender (S ward)
velocid d maXi!ll dur nte 2 min. L
mu stra se c ntrifug6 500 x g durante
5 min para eliminar restos de b jas y el
sobren dant s c ntrifugo a 6000
por 40 min para obtener las espor s. EI
pellet se resusp ndi6 en 1 ml de gua
destilada est'ril, s calento a 80° C du
rante 20 min y se sembraron 200 11 por
placa de agar J/Nal.

Para el cultivo de P I. larvae a partir de
miel, se tomaron 20 ml de nliel y se agr 
garon 20 ml d agua destilada st 'ril. La
mezcla s homogeneiz6 vigorosamente y
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uadr 0 2. P s uti lizada co 111 0 con t1'01.

Mue tras d
de iru

n stos an,' Iisis s Inpl ron muestr
d b ja Api 111 lIifi ra d pi rio 10 
lizado n 10 d part m nto d ori
no, Can Ion s, San Jose M Idonado
Lvii ej y Riv r qUill U str n n
u dro 3 d la s ccion Re ult dos.

CGTATTC G- ' y Prot.2 5'-GGT
C TTTGTA CGATTG- dis fi do
en b sIs cu nci publicada d I
pro teasade P. I. 1ar \ ae (n ° acc 0
AF 111421) para ampl ificar un produ 
to de 280 pb. Los re ctivos sf como el
programa de cicl do fue sil11ilar al d s
cri ptopr vi III ent para Imp Iifi i6n
d n d AR r 16 .

LsI' ccioncs se r Iiron n un t r
1110 iclador Siometr T I Y I t In no d
10 produ tos obtenido d t rmin6 n
geles de agaros 0.80/0 (Gibeo) t Rido
con bromuro de etidio 0.5 111,:,/1111.

n n1bos c sos s rc Iiz ron control s
n gativos de la re ccion s sin incluir
ADN en I nlismas. P r corrobor r I
especificidad del metodo se utili 0 t 111
bien AD de tnicroor nisn10 r I cio
n dos t nto d sd I punto d ist ilo
genetico como ecologico (cu dro 2).

e pu 0 punt un

epa Bact riana Fuente

Pa Ilibacillus al i olmena (Coloni Uruguay)

Pa Ilibacil/u IJlac rans COllll na (Colonia Uruguay)

P. I. pul ifa iells ( RRL 8-14152) Dr . A. Alippi (U LP

Ba iI/us br vi Cohn na ( olonia Urugu y)

Bacillu c r u (82904 8-2 Laboratorio (Uruouay)

Bacil/u lichen ifornzi olnl n (Colonia Urugu y)

Ba illu 111 gat rium Colm na (Colonia Uruguay)

Baci/lu ub/i/i ( TC 6133) ATCC (USA)

or nebac/eriul11 propillquum Coltn na (Colonia Uruguay)

mple ron 10 prinl r PI5 y P14, di-
en dos por Piceini tal. (24) p ra m

plificar espe ffic ment un fr gill nto de
70 pb COlT spondient I gen que odi
fica el AR I' 16 de P. I. lar) a . La se
cuenci d 10 prilJler sc d dujo p rtir
de s cuencia disponibles en I b
de d tos del N tional Center for Biote
chnology Inform tion ( CBI), I s qu
fueron n liz d par confirnl I' que no
pr s nt b n honlologi con ningun otr
esp cie bact ri n (nU111 1'0 d ac e 0:
AY030079). Los prilller utilizados fu 
ron: P15: 5'-CG GCGGA C TGTG
TTT -3' (posicione 8 26), y P14: 5'
T AGTTA AGGCCAGAAAGC-3'
(posicion s 992 a 973) (24). La re c
cion s s real iz ron en un volum n final
de 25 p.1 conteniendo: 1 buf~ r de la

nzim , 0.2 InM d TP, 3 mM MgCI2,
0.4 p.M de cad pril71er, IUd Taq AD
polilner s y gu dcstilad est'ril y por
ultimo 1 11 d I AD 1l101d. Todos los
pI' ductos p ra P R fu ron obtenidos
d Gibco BRL. I progr III III pi do
consistio en: I min 95 0 , 30 ciclos de:
I 1l1in 93 C, 30 s g a 60 ° , 1 1l1in a
72°C Y un cicIo fin Ide t nsion a
72 durante 5 n in.

trac ion d iral

e selcccion ron Iazar I bej
10 muc tr y e homogcnciz ron

para d t cion de P. I. larvae

Con e1fi n ddt ct I' I PI'S nci d P I.
lar~ a pOI' m dio d PCR s disenaron
dos strat gi s de mplificacion g'nic .

traccion de D bacteriano

I AD molde para las re ccion de
PCR sc tr jo a partir los cuItivos b c-
t ri nos obt nidos as} como d los res
to I r al dir etamente, como se deta
II a continuacion.

P ra la deteeeion de P I. lar\ ae a partir
de ulti 0 puro d I microorganisnlo, I

D obtu 0 m diant I tc nic des-
crita por Go n tal. (18). Est tecnica
consistc n susp nder un coloni n 200
p.1 de agua destilada estcril, calentar I
usp nsion obt nid 95° C dur nt 15

nlin y c ntrifug I' a 5000 dur nte 5
min para eli In in r r st0 ccIuIaI'es. I
sobr n d nt obtcnido utiliz' omo
mold par P R.

Par I d t cion directa d P I. larvae a
parti I'd r sto lar al s, s uti Iizo la tec
nie d script pOI' Piccini tal., (24).
Los r stos se coloc ron n forllla indivi
dual en tubos d nlicrocentrifug y se
som ti ron a tr tami nto d microond s
durant 7 minuto a potenci Ina inla.
Lu go cada lar s susp ndio n 300 JlI
d agua d stil da st' ri I gito vigoro
s mente en \ orte durant 3 Ininutos y
s c ntrifu 0 a 25 g dur nt 5 minutos
p ra limin I' I' tos I I' al s. on I fin
d at nuar I posible e~ cto de inhibido
r s d la r accion el sobr n d nt obte
nido Iu 0 d I ultima c ntrifu aci6n
diluy6 n forma s riada n agua st' ril y
1 JlI d e d dilucion s mpl 6 como
molde para las I' acciones de PCR.

ntrifugo 600 g dur nte 45 min
par obt n r 1 s poras. I p II t se I' 
suspendio en 1 1111 d agu d stil d s
t'ril e 1 ntodur nte20min 80°Cy
s s mbraron 20 1\ pOl' duplie do nagar
J/ aJ.

n todos los casos las pI esse incuba
ron a 37°C en Inicro rofi 1ia (5-10% de
CO,) durant 2 a 3 di s h st obser I'
er cimi nto b t riano.
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Cuadro 3. Analisis d la pI' sencia d eBPY y ASPY 111 diant
RT-PCR

olnbre D P rtalnento BP BP

V5 an J + -
V6 nJ - -

V7 loni + -

AL olonia + +

3L 01 ni - +

V9 1 ni - +

VIO I ni + -

VI2 1 nia - +

VI3 Ioni + +

V14 1 ni + +

VI5 loni' + +

V16 1 ni + +

VI7 I ni - +

VI M Id n d + +

V19 M ld n d + +

V2 M Id nado + +

V21 M ld n + -
V22 Riv r + -

V23 L v 11 ja - -

V24 L v 11 j + -

V25 11 j + +

V26 Lv 11 j + -
V27 L v 11 ja + +

V2 Ionia + -
V29 an J + +

V30 ivcra + +

V31 01 nia + -
V32 an 1 n - -

V33 n I n - +

V40 M r d - -

V46 MaId n do - -

V50 Coloni - -

V52 Ml n do + -

V57 MaId n 0 - -

V5 Coloni - -
V59 an 1 n - +

de gu destilad estcril. re liz ron
dos centrifugaciones sue s y 1 0-

bren d nte fue L1tiliz do p r I tr' c
cion de ARN viral, ITIpie ndo 11 it
pccffico p r sto fines Ql nlp Viral
R A Minil it (QIAG ), de ucrd a
las condiciones del fabricant . Estos pro
ductos se mple ron p ra R -PCR.

RT- R para diagn6 tico d BP
AB

T nto cl virus CBPV cOlno APYB on
irus ARN por 10 u I es n e rio g n -

r r inici Inlente IADN compl nlcnt rio
a p rtir del ARN viral p r pod r II ' r
a c bo post riorm nte I ampl i i aci' 11

dc los gen s s leccion dos. Para d t etar
el CSPV se uti Iizaron los pri/Jler

CSPV 1 (5 1-AGTTGTCATGGTT A
C GGATACGAG-3') y BPY2 ( '
TCTAATCTTAGCACGAAAGC
CGAG-3 ), des rrollados por Ribi r et
at. (25) y qu ampli i n un r gion del
g n de la R A polinl rasa vir I. P r I
d teceion del ASPV s ITIpl aron 10
pri/11 rASPY 1 (5'-TT TGTG C
GAGACTGTATCCA-3') y BPY2 (5'
GCTC TATTG T GGTTTTT
CGG -3'), d i eAados pOl' B nj ddou ,
aI. (1 3) y que amp Iifi e' nuna r g ion d I
gen de)' protefna de la e' psid . L RT-

CR fue realiz da con I I it On t p
PCR Kit (QIAGE ), d aeu rdo la
instrueeione d I fabrieante.

La re ccioncs de anlplificacion s r li
z ron n un ternloeicl dol' Sionletra T 1
Y I tamano de los productos obt nido
se deternlino en g 1 s de ag r sa . 0/0
(Gibeo) tenidos con bromuro d etidio
0.5 mg/nll. En anlbos easos s r liz ron
eontroles negativos de I r acciones in
incluir AR n I mismas.

Secuenciaci6n de 10 producto d
PCRyR -PC

Los produ tos d peR y RT-P R s pu
rifie ron a partir de la b ndas csci di
das de los geles de agarosa utiliz ndo 1
kit com reial Concert Rapid G 1Extra 
liO/1 ) t /17 (Life Technologies), d acu r
do a I s instrueeiones d 1 f bric nt . L
secuen iaei6n del AD s lie 6 a c bo

n el Centro Teenico de Analisis G n'ti
cos d I acultad d Ci ncias, Uni ersi
dad d la Republica, utilizando un s 
cuenciador automatico Appli d Biosys-
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2 3 4 5

(cuadro 2), no obteniendose productos
de nlplificacion (datos no Illostr dos).

Por otro lado, se logro la detcccion de
ADN d I patog no direct ment d res
tos larvales, utiliz ndo una tecnica de

Deteccion de P. l. larvae por
amplificacion del gen d una
nletaloprotea a

Los pri/ller que 11lpl ifican un re
gi6n d I gen d la prot sa t I1lbi' n
permiti ron det ctar specffic nlente
a P I. larva, ya que lograron anlplifi
car ADN d cultivos puros de ste

nli roorganismo obt nidos de lar as y
mi I d d iferentes zonas geogr' fic s d
nuestro pais (figur 3). La tecn i t 111

bien result6 especffica y qu no se ob
tuvieron productos de mpl ific ion I
uti liz r ADN dotr0 s 111 icroo I' niSill 0

relacionados ni en los control s n g ti
vos (datos no nlostr dos).

1 i u r a 2. Id nt i fi c ci6n po r P R
d PI.far ae partir de r stos d
larvas 111U rt s pOl' Loqu
Anlericana utilizando primer que
a111pI i fi can II na r gi6n d 1 R r 16 .
La f1 echa indica I frag 111 en to d
ADNaillpi j fi c dode 700 pb.

~

Car r iI : 1) 111 rc ad 0 r 1 Kbpi us
(SioRad), 2) AD restos d I rv' s
(OLI) sin diluir 3) dilucion 10-1
del ADN 4) diluci6n 10-2 d I AD
5) diluc16n 10-3 del AD .

e traccion por lllicroond s sin p so pr 
vio de aislamiento. Si bien en est caso
c istio inhibicion de la reaccion d bid

Igunos componentes present s en la lar
va, esta inhibicion se evito al diluir el
ADN e tr fdo (figura 2).

6 7 8 9 10 11 12 13 14

54321

t ms (model 377). La busqueda de sinlili
tud d s cuencias se r liz6 por medio del
progr m LA T del NCBI.

ULT 0

Det ccion de P. I. larvae por cultivo
amplifica ion del gen del r

16
La tecnlca de PCR para detectar la pre
s ncia de P l. lar ae ba ada n la nlplifi
caci6n del g n d I ARNr 16S r sult6 e i
tosa, ya qu se logro amplificar el frag
mento esper do partir de cultivo puros
del microorganisnlo obtenidos de larv s,
abejas y nliel de difer nt s zonas g ognl
ficas de nuestro pais (figura 1) mientr s
que no se obtuvi ron productos de ampl i
ficacion en los control s n gativos.

La esp cificidad de la teen iea se COlllpro
bo utilizando ADN trafdo de cultivos
puros de microorganismos reI cionados,
tanto ecologica como filog neticam nte

Cultivo puros de R 1. larvae

En todas las mues ras de larvas ab jas y
l1li 1 naliz das en ag r J s obtuvieron
colonias tfpic s de P I. larvae, r sultando
s r bacilos Gr m positivos, catalasa, Vo
ges -Proskauer, crecimiento en caldo nu
tritivo e hidrolisis de Imidon n gativas y
fueron ap ces de licu r I gelatina, con
cord ndo con las c ract ristie s descrip
tas para la b cteria (3). La lista de cepas
obtenidas s 111U stra en el cuadra I.

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura I. Identificaci6n por PCR de Pl.lal'vae p rtir
d cuI ivos puros obt nidos d 111iel abejas y
larvas de difer nt s r giones g ognlfic s del
pafs uti lizand 0 pI' i In e,. qua 111pI ifi can Ll n

region del ARNr 16S. La flecha indica el
fragm nto de ADN anlplific do de 700 pb.

arrile : 1) marcador 1 .Kb (F rmentas), 2) al 14)
aislamientos d dif rentes orfg n s mostrados
en I cuadro 1: 2) 86 3) 30 4) 44 5) 20 6) 81
7) 99 8) 14,9) 46 10) 75,11) A4 12) AS 13)
OLI 14 OL4.

Figura 3. Identifi cion pOl' PCR de PI. larvae p rtir d
cultivos puros obt nidos d 111i 1 Y larvas de
diferent s regiones geograficas del pais
uti liz nd0 p r i 171 er que a111pI ifi can Ll na r gi6n d
una proteasa. La fl cha indica el fragnl nto d
ADN al11pli ficado de 280 pb.

Carrile : 1) 111arcador 1 Kb (Fertllentas) 2) al 14)
aislamientos de di ferentes orig nes nl0stra os
n I cuadro 1: 2) 86 3) 30 4) 44 5) 20 6) 81

7) 99 8) 14 9) 46 10) 75 11) A4 12) AS 13)
OLI 14) OL4.
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Lo productos obtenido,-, del gcn de
AR r 165 y de I m talo roteasa fue
ron secuenciados y comp r dos on la
base d datos del NCBI, obteniendose
en ambos casos un alto porc ntaje de si
militud (99%) con las secuencias publi
cadas confirmando I id nlificacion.

Deteccion de CPBV y A] BV por
RT-PCR

En la s gunda part de ste trabajo, se
ampJifico una band d 4(iO pb con'es
pondiente al virus CSPY y una band de
900 pb carr spondi nte al virus ABPY,
a partir de mu stras de b jas de dif 
rentes regiones geognificas de nuestro
pais (figur 4). 0 se obtuvieron pro
ductos de amplificacion en los controles
n gativos.

Los productos obtenidos fueron secuen
ciados y comparados con 1 b se d da
tos del NCSI. En I caso d I CSPY se
obtuvo un 87 % de sinlil itud con otras
secuencias nucleotidicas public d s de
ste virus y un 84 % n el C'lSO de ASPY.

Las se u ncias obt nidas fueron d posi
tadas en la bas de d tos del CBI, bajo
los nO de acceso AY763287 p ra CBPY y
AY763414 para ASPY (6).

Diez muestras resultaron ir;f~ ctad s con
CBPY, s is con ASPY doc ll1U stras r 
sultaron co-infectadas por mbos virus
y solo ocho muestras r sultaron negati
vas para ambos. Los l' suIt dos se 111ues
tran en la figura 4 y el cu 1'0 3.

DI CUSIO

Los metodos moleculares basados en la
amplificacion d g nes specificos me
diante PCR 0 RT-PCR se han conv rtido

en stos LlIti1110S anos en lTIetodos de diag
nostico de eleccion para distintos pato
g nos d n tur I z div rs . Est s tecni
c s permiten I d teccion de microorga
nismos en fonlla nlpida, segur yecono
Illica (21). L ad pt cion de st s tecni
cas con el fin d d tect r patogenos de
intercs en apicultura puede constituir un
valios alt rnativa p I' contribuir I
sanid d en un rubro agropecuario de cre-
ciente pansion n nu stro pais.

En ste trab jo se logro I deteccion de P
I. larva p rtir de cultivos puros de
111icroorganist110S obtenidos de diferen
tes 111U str s api ola larvas, abejas y
micl) y direct ment d larvas infect 
das 111 diante P R. Ad mas, la t' cnica
resulto alt m nt sp cifica ya que la
reaccion fue neg ti a cuando se empleo
un conj unto d sp cies relacionadas tan
to d sd un punto d vista t xonomico
como ecologico, incluy ndo I subespe
cie P I. pull ifacien .

L d teccion dir cta pOI' PCR emplean
do muestr s natur les present c0t11pli
cacion s fr cu nt s ya que los mat ria
Jes biologicos contienen una varied d d
compu stos que pu den inhibir la accion
de la ADN pol i111er s 27). En el pr 
s nt tr bajo la d tcccion directa a partir
de larvas con Loqu Am ricana confirnlo
la pI' sencia d inhibidores de PCR n
las mism s, 10 que pudo ser sobrellev 
do medi nte un strat gia s ncilla d di
lucion.

Es import nt destacar qu r ci ntemen
t se puso a punto una t' cnica qu p r
mit la d teccion de sporas de P. l.
/a7 va dir ct m nte a partir de muestras
de ab jas 0 miel, qu uti liza el mismo

p r de pri171er que anlpl ific n la region
de 700 pb del gen del AR r 16 (16). La
tecn ica incl uye un paso in icial de d sna
tur lizacion qultTIic de la cubierta pro
t ica de las esporas, disrupci6n enzima
tica de las mislnas y precipitacion del
ADN con ctanol. La deteccion dir cta a
partir de larvas, abej s y t11i I sin I n 
cesid d de un paso previa de cultivo
permit irei dis min uirios t i 111 po S y los
costos del diagnostico.

Otr de las tecnicas de di gnostico mol 
cular pI' s ntadas en este trabajo, I RT
PCR, p rtllitio detectar la presencia d
los virus ABPY y CSPY n ITIUestras d
abejas. A partir de este estudio incluso
se d tertTIino la coinfeccion d coloni s
pOl' ASPY Y CBPY. Estos r sultados
muestran I utilid d de I tecnic para la
confirmacion e identificacion de la pI' 
sencia d virus en ITIU str s de abcjas 10
quc no se podri logr runic 111 nt Ine
diante la obs rvacion d 1a sintolTIatolo
gla de c nlpo.

La posible asociacion de ' stos y otr s
virus patogenos con reci ntes y p riodi
cos pisodios d despobl cion de 01
mcnas n dis tin tas Z0nas del paiss en 
cuentra actu 1mente en studio. Est f
nomeno, d nomin do por algunos uto
res como' sindro111e d d spoblacion de
colm nas" pucde st I' vinculado con di
versas c usas y su incid nci se h isto
increm nt da n I mundo ent 1'0 en 10
ultimos nos.

R cient mente hemos des rrollado ri
cion s d esta tecnica con I fin ddt c
tar I posibl pre enci d otros virus
patogeno d interes en picultur como
virus de la celda n gra, virus de la cd en
sacada y virus de I salas d form das (5).

1 2 3 L~ 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 4. Identificaci6n por RT-PCR de ABPY y BPY utilizando primers esp cfficos para la detecci6n d estos
virus. La flecha superior e inf rior indican las bandas de 900 y 455 pb correspondi ntes al ABPY y al
CBPV resp ctivam nt .

Carrile : 1) marcador 1 Kb (Fernl titas) de 2) I 11) deteccion d ABPY: 2) V5 3) Y7 4) Y10 5) Y21 6) Y25 7)
Y32 8)Y33 9)Y46 10)Y59 lI)Y58 12)aI21)det cci6ndeCBPY: 12)Y5 13)Y7 14)YIO 15)Y21
16 Y25 17) Y32, 18)Y33 19) Y46 20) Y59 21) Y58.
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L s t/cnicas de di gnostico 1110lecul r
(PCR y RT-PCR) nlple das n este tr 
bajo con I fin d diagnostic r diferentes
p tog nos d inter /s en picultura resul
t ron anlplialllente satisf ctori s para el
diagnostico d P I. lar\ ae emple ndo di 
tint s apro inlacion s y d los virus cau-
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