









































































































































































































































Boecking, O. & E. Genersch. (2008). Varroosis: The Ongoing Crisis in Bee Keeping. Journal fiir
Verbraucher schutzund Lebens mittel sicherheit, 3: 221-228.

Bolivar, AM,, Rojas. A. & P. Garcia-Lugol. (2014). PCR and PCR-Multiplex: critical parameters

and standardization protocol. Avances en Biomedicina, 3(1): 25-33.

BID/OIRSA. (1990). Enfermedades de la cria y de las abejas adultas. En: Programa regional para

el manejo y control de la abeja africanizada (Ed). Enfermedades y Plagas de la Abeja Melifera

Occidental (147 pp). San Salvador, El Salvador.

Burkhardt H.J. (2000). Standardization and quality control of PCR analyses. Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine, 38, 87-91.

Calderén, R.A. & A. Ortiz. (2000). Principales enfermedades que afectan a las abejas meliferas.

Notas Apicolas Costarricenses, 6:1-24.

Calderén, R.A. & L.A Sanchez. (2011). Diagnostico de enfermedades en colmenas de abejas
africanizadas en Costa Rica: prevalencia y distribucion de setiembre a noviembre del 2007.

Agronomia Costarricense, 35 (2): 49-60.

Corvalan, A., Aguayo, F., Lévican, J. & 1. Corvalan. (2003). Biologia Molecular en Infectologia.
Parte II: Diagnostico molecular de agentes infecciosos. Molecular Biology in infectiosus diseases-

Part II: Molecular diagnosis of infectiois agents. Revista Chilena de Infectologia, 20: 26-38.

Chapin, K.C. & T. Lauderdale. (2003). Reagents, stains, and media: bacteriology. In: P. R. Murray,
E. J. Baron, J. H. Jorgensen, M. A. P faller, & R. H. Yolken (Eds). Manual of Clinical
Microbiology, 8th ed. (358p). ASM Press, Washington, D.C.

Chemurot, M., Brunain, M., Akol, A M., Descamps, T. & D. de Graaf. (2016). First detection of
Paenibacillus larvae the causative agent of American Foulbrood in a Ugandan honeybee colony.

Springer Plus, 5:1090. doi 10.1186/s40064-016-2767-3.

62



Dingmann, D.W. & D. P. Stahly. (1983). Medium promoting sporulation of Bacillus larvae and
metabolism of medium components. Applied and Environmental Microbiology, 46 (4), 860—869.

Djordjevic, S.P., Noone, K., Smith, L. & M.A.Z. Hornitzky. (1998). Development of a semi nested
PCR assay for the specific detection of Melissococcus pluton. Journal of Apicultural Research, 37,

165-174.

Dobbelaere, W., DE Graaf, D.C., Peeters, J. E. & Jacobs. F.J. (2001). Development of a fast and
reliable diagnostic method for American foulbrood disease (Paenibacillus larvae subsp. larvae)

using a 16S rRNA gene based PCR. Apidologie, 32, 363-370.

Dressler, R.L. (1982). Biology of the orchid bees (Luglossini). Annual Review of FEcology,
Evolution and Systematics,13: 373-394.

Espinosa, L. (2007). Guia practica sobre la técnica de PCR. En: Eguiarte L, Souza V, Aguirre X
editores. Ecologia molecular. México: INE, CONABIO y UNAM, p.520-36.

FAQO. (2015). Productos apicolas: nutren y generan ingresos - abejas productoras de miel,
apicultura 'y productos apicolas en nuestras vidas cotidianas. Disponible en
(http://www fao.org/fsnforum/sites/default/files/files/118 Beekeeping/SUMMARY ES Beekeepi
ng.pdf) (Consultado el 4 de enero del 2015).

Formato, G., Giacomelli, A., Nisi. A., Bassi. S., Pongolini. S., Carra. E. & S. Saccares. (2009).
Sanitization of European Foulbrood through different beekeeping practices. Apimondia. Instituto

Zooprofilatticos perimentale delle Regioni Lazio e Toscana (Italy). 15-20 p.

Forsgren, E. (2010). European foulbrood in honeybees. Journal of Invertebrate Pathology, 103
(1):5-9.

63



Forsgren, E., Budge, G.E., Charri¢re, J.D. & M. A Z. Horitzky. (2013). Standard methods for
European Foulbrood Research. Journal of Apicultural Research, 52 (1): 1-14. doi:
10.3896/IBRA.1.52.1.12.

Forsgren, E., Budge, G.E., Charriere, J D. & M A. Z Hornitzky. (2015). Standard methods for
European Foulbrood research. Journal of Apicultural Research, 52: (1), 1-14. dot:
10.3896/IBRA.1.52.1.12.

Genersch, E. (2010). American Foulbrood in honeybees and its causative agent, Paenibacillus

larvae. Journal Invertebrate Pathology, 103: 10-19.

Gende, L B., Eguaras, M.J. & R. Fritz. (2008). Evaluation of culture media for Paenibacillus
larvae applied to studies of antimicrobial activity. Revista Argentina de Microbiologia, 40: 147-

150.

Gilliam, M. & J. Vandenberg. (1997). Honeybee Pest, Predators and diseases. In: Morse, R A. &
R. Nowogroddzki (Eds). Cornell University Press (718 pp). Ithaca, NY, USA.

Goodman, R., McKee, B. & Kaczynski, P. (2004). European Foulbrood: Investigating control
measures. Rural Industries Research and Development Corporation. All rights reserved.

Publication No 04/092 RIRDC Project No DAV 157A. 122 p.
Govan, V.A., Brozel, V., Allsopp, M.H. & Davison, S. (1998). A PCR detection method for rapid
identification of Melissococcus pluton in honeybee larvae. Applied and FEnvironmental

Microbiology, 64: 1983—-1985.

Gramacho, K. & L. Gongalves. (2009). Sequential hygienic behavior in Carniolan honey bees
(Apis mellifera carnica). Genetic. Molecular Research, 8 (2): 655-663.

64



Guevara, P. (2004). Identificacion y Diagnostico Molecular de Microorganismos. En: Manual de
laboratorio. Proyecto Iniciativa Cientifica del Milenio. Red de Innovacién Tecnoldégica IDMM

editores. Venezuela. 1-102 p.

Hansen, H. & C.J. Brodsgaard (1999). American foulbrood: a review of its biology, diagnosis and
control. Bee World, 80(1): 5-23.

Haynes, W.C. (1972). The catalase tests an aid in the identification of Bacillus larvae. American

Bee Journal, 112: 130-131.

Heyndrickx, M., Vandemeulebroecke, K., Hoste, B, Janssen, P., Kersters, K., De Vos, P., Logan,
N.A., Ali, N. & R.C.W. Kerkeley. (1996). Reclassification of Paenibacillus (formerly Bacillus)
pulvifaciens (Nakamura 1984) Ash ef al. 1993, a later subjective synonym of Paenibacillus
(formerly Bacillus) larvae (White 1906) Ash et al. 1994, as a subspecies of P. larvae, with
emended descriptions of P. larvae as P. larvae subsp. larvae and P. larvae subsp. pulvifaciens.

International Journal of Systematic Bacteriology, 46: 270-279.

Innis, M. A, Gelfand, D. H., Sninsky, J. J. White T. J. (1990). PCR Protocols. Academic Press Inc.
Estados Unidos.

Kearns, C., D. Inouye. & N. Waser. (1998). Endangered mutualisms: The conservation of plant

pollinator interactions. Annual Review of Ecology and Systematics, 29:83-112.

Lauro, F. M., M. Favaretto., L. Covolo., M. Rassu. & G. Bertoloni. (2003). Rapid detection of
Paenibacillus larvae from honey and hive samples with a novel nested PCR protocol.

International Journal of Food Microbiology, 81, 195-201.
Leninger A. L. (1975). Biochemistry. Worth Publishers, New York, EE.UU. Murray M. G. y W. F.

Thompson. 1980. Rapid isolation of high molecular weight plant DNA. Nucleic Acids Research, 8:
4321-4326.

65



Lesser, R. (2001). Manual de Apicultura Moderna. Editorial Universitaria. Chile. 224p.

Louie, M., Louie, L. & A.E. Simor (2000). The role of DNA amplification technology in the

diagnosis of infectious diseases. Canadian Medical Association Journal, 163: 301-309.

Lloyd, J. (1986). Simplified laboratory diagnosis of American Foulbrood disease. Journal of
Apicultural Research, 25 (1): 55-57.
Machova, M. (1993). Resistance of Bacillus larvae in bees wax. Apidologie, 24: 25-31.

McKee, B.A., Djordjevic, S.P., Goodman, R. D. & M.A. Hornitzky. (2003). The detection of
Melissococcus pluton in honey bees (Apis mellifera) and their products using a hemi-nested PCR.

Apidologie, 34, 19-27.

Michael, A.S. (1957). Droplet method for observation of living unstained bacteria. Journal of
Bacteriology, 74: 831-832.

OIE (2006). Validacion y control de calidad de los métodos de reaccidon en cadena de la polimerasa
utilizados para el diagnostico de enfermedades infecciosas. En: Manual de pruebas de diagnostico

para los animales acuaticos. OIE; Paris, Francia, pp 25-32 (Capitulo 1.1.3):

OIE (20081a). European foulbrood of the honey bees. In: OIE Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals (Mammals, Birds and Bees), sixth ed., vol. 1. OIE, Paris, France,

pp. 405409 (Chapter 9.3).

OIE (2008:.). American Foulbrood. In: OIE Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial
Animals (mammals, birds and bees), vol. 1 (Sixth Edition). OIE; Paris, France. 395-404 pp (Chapter 2.2.2).

OIE (20111p). European Foulbrood. In: OIE Terrestrial animal health code, vol. 2 (20 th Ed.). OIE;
France. 507-508 pp (Chapter 9.3).

66



OIE (20112v). American Foulbrood. In: OIE Terrestrial Animal Health Code, vol. 2 (Twentieth
Edition). OIE; Paris, France.504-506 pp (Chapter 9.2).

Okumura, K., Arai, R., Okura, M., Kirikae, T., Takamatsu, D., Makoto, O. &Miyoshi-Akiyama, A.
(2011). Complete genome sequence of Melissococcus plutonius ATCC 35311.Journal of
Bacteriology, 193:4029-4030. doi:10.1128/JB.05151-11.

Oliveira, A., Leite, M., Leon -Kluskens, D., Santos, S., Melo, L. & J. Azeredo. (2015). The First
Paenibacillus larvae Bacteriophage Endolysin (PlyP123) with High Potential to Control American
Foulbrood. PLoS ONE 10 (7): 1-16. dot: 10.1371/journal .pone.

Piccini, C., D'Alessandro, B., Antunez, K. & P. Zunino. (2002). Detection of Paenibacillus larvae
subsp. Larva espores in naturally infected bee larvae and artificially contaminated honey by PCR.

Journal of Microbiology and Biotechnology, 18: 761-765.

Ritter, W. (2003). Early detection of American Foulbrood by honey and wax analysis. Apiacta, 38,
125-130.

Rochelle, P.A., De Le6,R., Stewart., M.H. &Wolfe, R.L. (1997). Comparison of primers and
optimization of PCR conditions for detection of Cryptosporidium parvum and Giardia lamblia in

water. Applied Environmental Microbiology, 63:106-14.

Rodriguez, 1. & Barrera, H. (2004). La Reaccion en Cadena de la Polimerasa a dos décadas de su

invencion. Ciencia UANL, 7: 323-35.

Rose, T., Henikoff, J. & S. Henikoff. (2003). CODEHOP (Consensus-Degenerate Hybrid
Oligonucleotide Primer) PCR primer design. Nucleic Acids Research, 31(13): 3763-3766.

Sambrook, J. & Russell, D.W. (2001). Molecular cloning: a laboratory manual, 3rd ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.

67



Sanger, F., Nicklen, S. & A. R. Coulson. (1977). DNAsequencing with chain-terminating
inhibitors. Proceedings of the National Academy of Sciences, 74:5463-5467.

Sota, M. & M. Bacci. (2005). Enfermedades de las abejas. Direccion Nacional de Sanidad Animal.
Buenos Aires. 12p.

Takamatsu, D., Arai, R., Miyoshi-Akiyama, T., Okumura, K., Okura, M., Kirikae, T., Kojima,
A.& O. Makoto. (2013). Identification of mutations involved in the requirement of potassium for

growth of typical Melissococcus plutonius strains. Applied Environment Microbiology, 79: 3882—
3886.dot: 10.1128/AEM.00598-13

Yin, S., Yang, S., Shang, Y., Cai, X. & X. Liu. (2012). Development and optimization of
multiplex-PCR for simultaneous detection of porcine pseudo-rabies virus, porcine parvovirus and
porcine circovirus type 2. International Journal of Applied Research in Veterinary Medicine, 10

(2): 169-75.

68



IX. ANEXOS

Anexo 1. Cantidades e ingredientes para la elaboracion del medio de cultivo J para el

cultivo de Loque Europea segun la OIE, 2008.

Reactivos 1 Litro 250 ml 100 ml
Extracto de levadura 10 gr 25gr 1gr
Cisteina 1gr 0.25 gr 0.1gr
Glucosa 10 gr 25gr 1gr
Almidon soluble 10 gr 25gr 1gr
KH2PO4 (1molar) 100 gr 25gr 10 gr
Agar 20 gr 5 gr 2 gr

Anexo 2. Cantidades e ingredientes para la elaboracion del medio de cultivo MYPGP para

el cultivo de Loque Americana segun la OIE, 2008.

Reactivos 1 litro 250 ml 100 ml
Triptona 5gr 125 gr 0.5gr
Extracto de levadura 15 gr 3.75 gr 1.5¢r
KH2PO4 3gr 0.75 gr 03 gr
Agar 20 gr 5gr 2 gr
**Glucosa filtrada al 10% 20ml Sml 2ml
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Anexo 3. Programa de ciclaje inicial utilizado en ensayos anteriores para la amplificacion

de M. plutonius.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 1 min 1
inicial

Desnaturalizacion 93°C 1 min

Alineamiento 55°C 30s 30
Extension 72°C 1 min

Extension final 72°C 5 min 1
Almacenamiento 4°C ©o

Anexo 4. Programa de ciclaje inicial utilizado en ensayos anteriores para la amplificacion

de P. larvae.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion 95°C I-15m 1
inicial

Desnaturalizacion 93°C I'm 30
Alineamiento 55°C 30s

Extension 72°C 1 min

Extension final 72°C 5 min 1
Almacenamiento 4°C ©o
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ANEXO 5

Preparacion del medio de J para el aislamiento de
Melissococcus plutonius y medio MYPGP para

Paenibacillus larvae
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1. Procedimiento para la preparacion del medio de J para el cultivo de Melissococcus plutonius
(Loque Europea)

Materiales y reactivos

e Extracto de levadura

o Cisteina.

e Glucosa.

e Almidon soluble.

e Fosfato de potasio KH2PO4 (1 molar).
o Agar.

e Agua esteril.

o Placas estériles.

e Erlenmeyer de 500 ml (con agitador magnético).

e Autoclave.
e pH- metro.
e Balanza.

e Balanza analitica.

e Camara de flujo laminar.

2. Descripcion del Procedimiento:

Todo el procedimiento y manipulacion del medio debera seguirse guardando las normas de esterilidad adecuadas
segun la normativa indicada en el documento de Buenas practicas de Laboratorio DV-LSE-PE-002. Prepare la
cantidad de medio de acuerdo a la cantidad de placas que se vayan a utilizar (Anexo 1).
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Preparacion del medio para 250ml:
2.1 Preparar el medio siguiendo la receta descrita en el anexo 1 en una camara de flujo laminar.
2.2 Ajustar el pH de la mezcla a 6.6. Tapar el beaker con papel aluminio y seguir disolviendo hasta que el
medio comience a hervir,
2.3 Autoclavar el medio a 116°-121°C por 20 minutos.
2.4 Verter aproximadamente entre 15-20 ml del medio en las placas petri estériles.
2.5 Dejar enfriar a temperatura de ambiente hasta que el medio se solidifique.
2.6 Colocar las placas en bolsas plasticas debidamente identificadas, las mismas pueden aimacenarse en un

refrigerador con una temperatura entre 7-8 °C por aproximadamente un mes.

3. Procedimiento para la preparacion del medio de MYPGP para el cultivo de Paenibacillus larvae
(Loque Americana)

Reactivos y Materiales

o Triptona

o Extracto de levadura.

e Fosfato de potasio KH2PO4.
o Agar

e Glucosa filtrada al 10%.

e Erlenmeyer de 500 ml (con agitador magnético).
e Autoclave.

e pH-metro.

e Balanza

e Balanza analitica.

e Jeringas de 5 ml.

o Filtros esteriles para jeringa.

e Camara de flujo laminar.
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e Beaker de 50 ml.
e Probeta de 10 ml

4. Descripcion del Procedimiento:

Todo el procedimiento y manipulacion del medio debera seguirse guardando las normas de esterilidad adecuadas

segun la normativa indicada en el documento de Buenas practicas de Laboratorio DV-LSE-PE-002. Prepare la

cantidad de medio de acuerdo a la cantidad de placas que se vaya a utilizar (Anexo 2).

Preparacion del medio para 250ml:

4.1 Preparar el medio siguiendo la receta descrita en el anexo 1m en una camara de flujo laminar.

4.2 Ajustar el pH de la mezcla a 7.3-7.5. Tapar el beaker con papel aluminio y seguir disolviendo hasta que el

medio comience a hervir.

4.3 Autoclavar el medio a 121°C por 20 minutos.

4.4 Enfriar hasta que el medio alcance una temperatura aproximada de 50°C y 45°C agregar 5 ml de glucosa

filtrada.

4.5 La glucosa filtrada se prepara dentro de la camara de flujo laminar adicionando y mezclando en un

beaker 10 ml de agua estéril y 1 gramo de glucosa. Se coloca el filtro estéril en la jeringa de 5 ml.

4.6 Verter dentro de la cAmara de flujo laminar aproximadamente entre 15-20 ml del medio en las placas petri

estériles

4.7 Dejar enfriar a temperatura de ambiente hasta que el medio se solidifique.

4.8 Colocar las placas en bolsas plasticas debidamente identificadas y guardarlas en un refrigerador a una

temperatura entre 7-8 °C por aproximadamente un mes.
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5. Anexos

Anexo 1. Preparacion del medio de cultivo para el aislamiento de Melissococcus plutonius (Loque Europea)

(medio J).

Anexo 2. Preparacion del medio de cultivo para el aislamiento de Paenibacillus larvae (Loque Americana) (medio

Reactivos 1 litro 250 ml 100 ml
Extracto de levadura 10 gr 2.59r 1or
Cisteina 19r 0.25¢gr 0.19r
Glucosa 10 gr 2.59r 1or
Almidoén soluble 10 gr 2.59r 1or
KH2PO4 (1molar) 100 gr 25¢gr 10 gr
Agar 20 gr 5¢r 29r

MYPGP).
Reactivos 1 litro 250 ml 100 ml
Triptona 5¢r 1.25¢gr 0.5¢gr
Extracto de levadura 15¢gr 3.75¢r 1.50r
KH2PO4 3or 0.75¢gr 0.3¢r
Agar 20 gr 5¢r 2gr
**Glucosa filtrada al 10% 20ml 5ml 2ml
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Aislamiento de Melissococcus plutonius y

Paenibacillus larvae
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