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Introduccion

La Loque americana es una de las enfermedades mas graves que afectan a las larvas
de abejas meliferas. Es causada por la bacteria Paenibacillus larvae larvae y esta presente a
nivel mundial en la casi totalidad de las regiones donde se practica apicultura. A pesar de
que en Uruguay este problema sanitario se manifiesta desde hace varias décadas,
fundamentalmente en el Litoral Suroeste, el agente bacteriano recién fue aislado a nivel
nacional, por primera vez en el afio 2000, a partir de larvas con sintomas caracteristicos y
de abejas de colonias aparentemente sanas (Piccini y Zunino, 2001).

A diferencia de la Loque europea, la Loque americana mata a la cria después de que
las celdas son operculadas; en su mayoria en el estadio de prepupa, cuando las larvas ya
elaboraron el capullo, se apoyaron dorsalmente en el interior de las celdas y orientaron su
cabeza hacia el opérculo. Cuando se manifiesta la enfermedad, los opérculos que cubren las
larvas muertas aparecen hundidos, oscuros y humedos. Frecuentemente presentan un
pequefio orificio en el centro, hecho por las propias abejas. Proceso este que puede llevar al
desoperculado total de las celdas, dejando expuestas a las larvas muertas. Estas presentan
una coloracién amarronada, son viscosas y carecen de forma. Al secarse forman escamas
duras, fuertemente adheridas a la pared de las celdas, conservando la cépsula cefalica y la
glosa extendida (Baily & Ball, 1991; Hansen & Brodsgaard, 1999).

P.l. larvae alterna una fase de crecimiento y multiplicacion en el interior de las
larvas ocasionando su muerte, con una fase de dispersion y de reinfeccion bajo la forma de
esporas. Estas esporas resisten altas temperaturas y la accion de diversos agentes quimicos
y pueden permanecer viables durante muchos afios. La mayoria de las colonias afectadas
son tratadas habitualmente con antibioticos, la mas empleada es la oxitetraciclina, lo que no
llega a eliminar al agente por no matar a las bacterias, apenas impide temporalmente su
multiplicacion. Por otra parte, esta medida puede acarrear riesgos adicionales, como ser la
contaminacion de la miel con residuos del producto y la generacion potencial de cepas
bacterianas resistentes.

Debemos aclarar que el consumo de miel con esporas de la bacteria de la Loque
americana no afecta en absoluto la salud humana, a tal punto que su presencia no es motivo
de restricciones en el mercado internacional de la miel, el polen o la jalea real.

Los niveles de contaminacion en miel con esporas de P./. larvae tienen mucha
importancia desde el punto de vista epidemiologico. Es de esperar que la miel de colonias
afectadas por Loque americana presente esporas contaminantes, aunque también se ha



detectado esporas en muestras de miel provenientes de colonias que no presentaban
sintomas de la enfermedad. Por estos motivos, la deteccion de esporas en miel es una
herramienta sumamente til, tanto para el diagnodstico anticipado como para la prevencion
mediante la aplicacion de manejos que ayuden a su control sanitario.

El proyecto “Desarrollo de un método de diagnostico de Loque americana,
enfermedad de la cria de abejas meliferas, basado en PCR” fue llevado a cabo en el
Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.
El mismo fue financiado con fondos del Banco Interamericano de Desarrollo, con la
administracion del Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria. Este proyecto
posibilitd la implementacion de una técnica diagndstica rapida, certera y de alta
sensibilidad para detectar la bacteria causante de la Loque americana a partir de diferentes
materiales apicolas, incluyendo larvas, abejas y miel (Piccini et al, 2002). En forma
resumida, esta técnica se basa en el reconocimiento de secuencias del ADN de P.[. larvae.
Una vez que fue puesta a punto se demostr6é que la técnica es especifica, sensible y rapida,
presentando un alto poder de discriminacion de P./larvae.

El desarrollo de esta tecnologia permite contar con un medio util no sélo para el
diagndstico, sino también para el disefio de medidas de control de la Loque americana a
nivel nacional.

A partir del 2002, el Laboratorio de Microbiologia de I.I.B.C.Estable y el INIA
llevan adelante un estudio para conocer la presencia de esporas del agente causal de la
Loque americana en muestras de mieles de la temporada 2001-2002 provenientes de
apiarios de todo el pais, obtenidas directamente de los productores.

Materiales y métodos

Analizamos 101 muestras de miel de todos los departamentos del pais mediante
cultivo en Medio Semiselectivo J. Los aislamientos se caracterizaron por la forma,
margenes de las colonias, reacciones quimicas, observacion al microscopio de los
preparados bacterianos coloreados con Gram y se confirmaron a través del método
molecular (PCR) desarrollado previamente en el laboratorio para la identificacion
especifica de P.I larvae.

Resultados

La cantidad de esporas recuperadas mediante cultivo de las muestras de miel y su
distribucion geografica se presenta en la tabla 1.

Los resultados indican que el agente bacteriano esta distribuido en la mayor parte de
nuestro territorio, aunque su presencia difiere segun las zonas. Los departamentos del
Litoral Oeste aparecen claramente como los mas afectados. Las muestras provenientes de
Colonia poseen la mayor carga, llegando a presentar algunas mas de 1000 esporas por
gramo de miel. Estos valores disminuyen gradualmente hacia el este y norte del pais. En las
mieles de Soriano, Flores y San José la carga bacteriana decrece. Las de Tacuarembd,
Treinta y Tres y Lavalleja presentaron menos de una espora por gramo. En las muestras
provenientes de Rivera, Cerro Largo, Artigas, Rocha y Montevideo no se detectd esporas.



Es necesario senalar que del Departamento de Montevideo se consiguié solo una muestra
para analizar

Origen de las Muestras ~ Muestras  Promedio de Variacion de

Muestras  analizadas contaminadas  esporas las esporas
Colonia 8 7 819 0,75-1406,60
San José 5 4 318 0-989
Soriano 5 5 202 0,05-703,30
Flores 5 4 202 0-989
Salto 6 5 98 0,05-466,55
Paysandu 5 3 37 0-167,05
Rio Negro 5 5 12 1,1-37
Florida 6 5 4 0,10-13,15
Maldonado 4 2 3 0-12,10
Durazno 5 3 2 0,20-4,30
Canelones 4 3 2 0,25-3,00
Tacuarembd 5 4 0.72 0-3,50
Treinta y Tres 4 1 0.5 0-1,90
Lavalleja 7 1 0.007 0-0,05
Cerro Largo 5 0 0
Rocha 6 0 0
Montevideo 1 0 0
Rivera 11 0 0
Artigas 4 0 0

Tabla 1. Cuantificacion de esporas de P.I. larvae por gramo de miel.

Este padron de distribucion sugiere que la bacteria ingresé a Uruguay desde el
Suroeste y que desde alli se esta dispersando al resto del territorio. No se descarta el arribo
recurrente del agente mediante enjambres naturales de Argentina, también con la
introduccion de abejas y reinas de ese pais, como de otros paises donde esta presente la
enfermedad. Ademas, su distribucion estaria relacionada con la densidad de colmenas y
apiarios y la antigiiedad de la actividad apicola en los distintos departamentos.

Aunque la deteccion de esporas en muestras de miel no es un indicador absoluto de
la ocurrencia de la Loque americana, puede ser una buena herramienta epidemiologica.
Hasta ahora los sintomas clinicos de campo de esta enfermedad se manifiestan en los
departamentos cuyas mieles poseen los mayores niveles de esporas. Correlativamente, no
se ha constatado, al momento, sintomas caracteristicos de Loque americana en los
departamentos cuyas mieles presentan baja o nula contaminacion de esporas.



Perspectivas

Pensamos que los resultados de nuestro trabajo brindan informacién 1til para la
elaboracion de un programa de control de la Loque americana en Uruguay. En la actualidad
estamos analizando la diversidad y prevalencia de un amplio rango de aislamientos de esta
bacteria colectados en diferentes regiones del pais. Esto podra contribuir a la elucidacion de
algunos aspectos basicos de esta enfermedad a nivel nacional, incluyendo las posibles rutas
de entrada, su dispersion, la resistencia a antibioticos y la posible relacién entre las
diferentes cepas y los sintomas clinicos.
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