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I. INTRODUCCION

La produccidn de miel de abejas en el mundo en 1983 es
de 600'000,000 Kg. México contribuye con el 9.9% del total,
ocupando el cuarto lugar en la produccién mundial. Exporta
alrededor de 5%'405,949 XKg. en lo que representa el 87% al
canzando el primer lugar en exportacifn, &sto le reporta -
un ingreso de $43'810,449.00 millones de pesos anuales. -~
{Datos proporcionados por la Direccibn General de Fomento

Ganadero SAHR).

La producci®n de miel disminuye porque las abejas son
afectadas por algunas enfermedades que ocagsionan grandes -

pérdidas. Entre ellas, la par8lisis viral en Apis mellifera

fue reportada en México desde
Esta infeccifn se caracteriza
y cambhios en la coleoracién de
capacidad de volar, presentan

mente mueren.

£stas mismas alteraciones
otras infecciones bacterianas
cana y Europea,

que atacan a las abejas y con

1968 por Bailey (Morse, 1978).
por un temblor incontrolado
lag abejas, ademfis pierden la

hinchazén del vientre y final

se presentan en abejas con -

como las llamadas Loque Ameri

estas son de las enfermedades mds graves --

fracuencia son confundidas -

con infeccidn viral por los signos tan semejantes. S$inembar

go, el control para la enfermedad viral es desconocido has-



té el momento.

Considerando lo anterior es necesario ampliar la infor
macibn bioldgica sobre las infecciones y encontrar una me-
todologia gue haga posible la identificaci6bn de virus o -

bacterias que causan par8lisis en las abejas.




II. OBJETIVOS

En virtud de que en México nunca se ha realizado un es
tudio para identificar los posibles virus causantes de la

pardlisis en abejas, los objetivos de &ste estudio son:

1) Aislar el virus o microorganismos causantes de la -
pardlisis en abejas que se puedan encontrar con sig

nos de la enfermedad, utilizando cultivos celulares.

2) Comprobar la presencia de virus causantes de la pa-

rélisis de las abejas en México.



IIT. ANTECEDENTES

a) Reconocimiento de la enfermedad.

De acuerdo con los datos proporcionados por Morison en
1936 (Morse, 1978) la partfcula de abejas fué observada -
desde 1914 por Huber, quien descubrif algunos signos pre-
sentes en abejas, que después se supo correspondfan a la
par8lisis. Entre 1901 y 1905 se present6 en Italia una -
‘epizotia en abejas, posteriormente se descubrib que se -
trataba de par&lisis viral. En 1911 se observaron con ma
yor atencibn ciertos sintomas gue impedian volar a las -
abejas en el sur de Estados Unidos, Francia y Alemania. -
En 1936 Morison realizé un estudio detallado sobre la pa-
rdlisis y concluyd que se trataba de un "Virus Filtrable"
{Morse, 1978) este descubrimiento fué apoyado posterior--

mente por Burside y Bitler (Taumonoff, 1951).

En 1963, Bailey, Gibbs y Wood al estudiar abejas con -
parilisis encontraron particulas semejantes a las ya men
cionadas por Morison. Hicieron un estudio m&s detallado
y encontraron tamafio y forma semejantes a las del virus -
Sacbrood. Como las abejas morfan al tercer dia de haber
contraido la infeccibn, a esta enfermedad se le llamé "Vi

rus de la parilisis aqudo de las abejas” (Morse, 1978).



En 1965, Lee y Furgala utilizando las técnicas de -
Bailey y asociados, para encontrar la forma y localiza
cian del virus, también observaron la presencia de otro
virus productor de parélisis en las abejas, pero en pe
riodos mis largos, por lo gue le llamaron "Virus de la
pardlisis crbnico de las abejas", las particulas pre--
sentaron gran parecido a las encontradas por Bailey vy
asociados. La localizaci6n fue en el ganglio nervioso
de las abejas adultas. Observaron, también particulas
dispersas a través del citoplasma de las cBlulas loca-
lizadas en vesiculas, pero no en tejido graso ni muscu

lar.

En 1966, Lee y Furgala notaron que las abejas infec
tadas con el virus agudo morfan a los cuatro dias, con
los sintomas del virus crbnico, pero con la diferencia
de que las particulas estaban ubicadas en el tejido -~
graso y muscular, Infectaron larvas con virus Sacbrood,
encontrando que se establecieron en pocos dias en el -
tejido grado formando vesifculas en abejas adultas pero

no en larvas.

Entre 1968 y 1969, Bailey, Gibbs y Woods observaron
signos de la enfermedad, encontrando semejanza con los

causados por infeccién de Acaros (Morse, 1978). Aisla-



ron tres diferentes particulas, variantes en morfolo~-
gfa, pero el desarrollo de la enfermedad fue similar.

Posteriormente en 1972 Bailey y Fernando confirmaron -
lo expuesto por Lee y Furgala, observando que el virus
Sacbrood se desarrolla en abejas j6venes y puede per--
sistir en adultas, pero no en larvas. En 1969, Bailey
y Melne (Morse, 1978) realizaron la identificacibn se-
rol6gica de la parilisis vixal para poder diferenciar

el tipo de virus presente en cada infeccién. En 1977,
Smith en sus notas de virus de insectos hizo referen--
cia al de las abejas y notS que las particulas del vi-
rus estdn cubiertas por una estructura granular y cris
talina invisible al microscopilo simple. Tambi&n en -~
1977, Bailey describif otro virus encontrado en Austra
lia, pero originarxio de otrxas regiones de Asia (Bailey,

et. al., 1979}.

En investigaciones posteriores Bailey y otros auto-
res, 1981 aislaron varios tipos de virus presentes en
abejas enfermas de par&lisis, reconociendo catorce vi-
rus, algunos de &stos ya han sido aislados y se han -
realizado estudios sobre ellos, dando sus caracteristi
cas y propiedades y hasta su forma de accifn, de unos

se sabe poco y de otros casi nada.



b) Signos de la enfermedad.

La parflisis ataca a todas las razas de abejas. -
Aunque el ciclo de la infeccian no es del todo conoci
da en forma individual, se tiene una informacién geng

ral de los signos.

Las colonias atacadas disminuyen notablemente la
poblacién con gran variaci6én de tiempo. Las abejas
enfermas presentan cambios en su coloracifin pués se
obscurecen, adem&s mueven las antenas y su aguijén -
con rapidez, pero no pueden volax, ni tomar una posi
‘.cién normal, ya que caen sobre el dorso. Sus miembros
son atacados por un temblor caracteristico, las mandf
bulas son salientes, razfn por la que no logran beber
agua ni otros liquidos aunque manifiesten sed. Los mo
vimientos respiratorics de su bajo vientre son varia-
bles y cesan con la detencidn de los movimientos de -
las alas y sus patas, su vientre se hincha en forma
anormal. Morison en 1936, observs que la hinchazdén
va acompafiada de un contenido descolorido del recto,
y mencion8 que tanto la parte de su bajo vientre como
el t8rax presentan un aspecto pulido, causado por la
desaparicibn visible del vello porque las abejas tien

den a morderse unas a otras (Toumanoff, 1951).



En la parte posterior del cuerpo se les forma una
capa delgada de una sustancia viscosa, que segfin Mori
son parece ser de origen fecal o bié&n podria originax
se por una lesifén de las articulaciones: Esta sustan
cia representa un excelente sustrato para el desarro—
llo de bacterias que contaminan la sangre de las abe-
jas. las abejas enfermas desprenden un olor especial
Y son expulsadas del colmenar por las abejas sanas, -
reduciéndo as{ las colonias en un 50 a2 100% de su po-
blacibn, dependiendo también de algunos factores como
desbrdenes de tipo hereditario, nlmero de particulas
infectantes, o algGn portador de la infeccifbn como la
reina. Al aislar a 8sta, la infeccibn desaparece, -
asf como algin desorden nutricional, o de tipo gen#ti
co. Se ha observado que no todas las abejas enfermas
presentan o cursan por los mismos signos, y las hay ~
asintom@ticas. Queda mucho por aclarar sobre ésto y
también sobre la quimica y otros factores de la infec

cién.

El virus puede ser aislado del alimento dejadc -~
por otras abejas enfermas, sobre todo si la reina es-
t& infectada. El contagio presenta una secuencia, ce
menzando con la contaminaci®n adquirida por las lar--

vagz al salir de sus capullos y pasar al estado de -—



prepupa, (uno de los estadios en que se registran ma-
yor nGmero de muertes). Antes de llegar a pupas, Su
cutfcula se cbhscurece mis de lo normal. Esto hize -
creer que el virus trastorna el sistema hormonal en -
la larva a nivel de gléndulas endbcrinas principales.

(Morse, 1978).

En 1936, Morison (Morse, 1978) hizo un estudio -~
histolégico de Las abejas enfermas. Los cortes del -
intestino anterior mostraron la presencia de corpliscu
los esféricos y helicoidales de 1 a 8 g de difmetro
dentro del protoplasma de las células intestinales, -
en grupos entre el ndcleo y la pared interior de las
células, comenzando en la abertura de los tubos de -
Malpigio, desvi&indose hacia el pequefio intestino del-
gado y desapareciendo totalmente al final del primer
cuarto de &ste. Sugirid que los corpﬁéculos provienen
- de inclusiones semejantes.a c&lulas que se encuentran
'eh‘animales y pilantas infectados por virus. Basado en
estos datos, el autor concluyd que se trataba de una
enfermedad viral, ya que los corp@isculos no se encon-
traban en abejas sanas. Los corpfisculos se encontra-
ron en los productos del metabolismo en la cavidad -
del pequefio intestino, en el recto, y entre los excre

mentos y la sangre. También sugirid que no se trata-
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ba de bacterias, ni de levaduras ni de hongos.

La opini6n de Morison fue que la par&lisis de las
abejas se debfa a un virus filtrable. Esta hipbtesis
fue confirmada por Butler en Inglaterra en 1943 (Morse,
1978) y por Burnside en los Estados Unidos, quien in-
dictd que la presencia de los corpfisculos no represen=-
taba la prueba final y que el estudio histol6gico del
epitelio intestinal realizado por Morison, no puede -
ser representativo para todos los casos de pardlisis
de abejas ya que difiere en la enfermedad. Posterior
mente Bailey y Woods en 1974 reportaron varios tipos
de virus causantes de la enfermedad de las abejas con

caracteristicas semejantes y diferentes.

¢) Epidemiologia.

Por regla general la enfermedad comienza en prima
vera y termina en otofio. Por lo que se cree esta tem
porada es propicia para la infeccifbn. Se ha observa-
do que el virus es incapaz de sobrevivir mis de tres
semanas en los restos de las larvas y en la miel; ade
mas es diffcil que persista para el siquiente afo, -
por lo que se cree que existe una susceptibilidad a -

la enfermedad de tipo hereditario, y que la duracibn
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de la enfermedad puede ser variable ya gque puede ex~-

terminar una colonia en pocos dfas o en meses.

d) Caracteristicas de los virus.

Recientemente se hizo un breve seminario de las -
propiedades de los diferentes virus y se consideraron
algunas de &stas, para describir y clasificar lo ya
hecho por vaugh (vago, Bergoin, 1968) basd&ndose en =~
la forma, tamafio y simetrfa de las particulas presen
tes en el ncleo o en el citoplasma de las células -
observadas al microscopio, la presencia o ausencia -
de cristales o granulaciones de la protefna en la

que las partfculas est8n envueltas.

La mayorfa de los virus causantes de la par8lisis
en las abejas son del tipo RNA con cubierta icosaé&dri
ca y algunos de &stos se han clasificado dentro del -

grupo de los Picorna virus (Bailey, et. al., 1974).

Los mismos autores estudiaron las formas de las
particulas que aislaron en 1968, encontrando que eran
diferentes al hacer difusiones en gel, también reali-
zaron pruebas serolfgicas basadas en la inmunodifusibn

en placa. Bailey y Melne en 1969 (Morse, 1978) obser
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varon que el virus crdnicc y el agudo presentaban una
r8pida reaccibn. Se utilizaron técnicas de propagacifn,

purificacibn y serolbgicas (Bailey, Woods, 1977).

Para la té&cnica de propagacibn se infectaron abejas
en estado temprano de pupa, inoculando en su membrana
intersegmental de la parte dorsal, una preparacifn de
particulas infectantes. Se sometieron a incubaciones
de 30° a 35°C observando gue la mayoria de las pruebas
con pupas fueron susceptibles a la propagacibn, a -
excepcion de la infectada con virus "X" (Bailey, Woods,
1877). Para la purificacifn se utilizaron extractos
de abejas en buffer de pH 7, cuatro vollimenes de fosfa
to de potasio (0.0l M) de dietilcarbonato de sodio mis
un volumen de &ter etflico, se mezcl6: con tetracloruro
de carbono (Bailey, Woods, 1577 y Rowlands, et. al., -
1971) y se clarificd por centrifugacion a 8,000 rpm -
por 10 minutos. La purificacitn se obtuvo por centri-
fugacibn diferencial, las técnicas han sido sometidas
a modificaciones (Bailey, Woods, 1977). Luego se leve
ron las absorciones para determinar los coeficientes -~

de purificacitm.

Para las pruebas de serologia se realizaron las in
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munodifusiones en placa, utilizando 0.05 M de buffer
de fosfatos de potasio de pH 7. A esta prueba fueron
sensibles todos los virus excepto el virus de Arkansas
(Bailey y Woods, 1977). Adem8s hicieron diluciones ~
del purificado de Sacbrood para producir antisuero pa
ra el diagnbstico. Tambié&n se determiné su densidad

de flotacidn en CsCl a pH 7.

El primer virus aislado por Bailey, Gibbs y Woods,
en 1963 (Bailey y Woods, 1977) a partir de abejas para
1fticas fue el de la par&lisis aguda. Se observd, que
las abejas adultas presentan una muerte muy r&pida en
cuatro a seis dfas. El virus puede ser detectado en -
abejas aparentemente sanas en muchas partes del mundo.
Este puede no causar signos de pardlisis en forma natu
ral por lo que se le llamb "Fendémeno de Laboratorio® -
ocurre en igual forma en abejas aparentemente sanas co
mo en paraliticas. Este virus se ha clasificado dentro

del grupo de Picornavirus (Newman, et. al., 1973, -

Bailey y Woods, 1974). Las partfculas son isométricas
y miden de 20 a 30 nm de didmetro y se asemejan a las
partficulas del virus Sacbrood, éstos tienen semejanzas
en las pruebas gerolégicas pero al realizar pruebas --
cruzadas se notan que son diferentes, aunque también -

presentan semejanzas fisicas. Su &cido nucléico es -
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RNA; su coeficiente de sedimentacibn es de 1608; su
densidad de flotacién en CsCl es de 1.34 g/ml en pH

7, el peso molecular del RNA es de 1 x 106.

Bailey y Melne en 1969 clasificaron al wvirus Sac

brood dentro del grupe Picornavirus, el &cido nucléi

co que contiene es RHA (Newman, et. al., 1973), tam-
bién observaron que al igual que el virus Agudo, in-
fecta las vias digestivas del hué&sped y es neurotr6~
pico en abejas adultas, su coeficiente de sedimenta-
cibn es de 157 S; su densidad de flotacibn es de --
1.33 g/ml a pH 7, y su didmetro es de 28 im. {Rowlands,
et. al., 1971).

El virus crbnico de la paradlisis de abeja (CVBP o
CvP), fue aislado, de las enfermas, en 1968 en Améri-
ca del Norte y Europa por Bailey, Gibbs y Woods, -
(Bailey, et. al., 1979}.

Las particulas fueron anisométricas y varfan en -
su tamafio, por lo general es alrededor de los 17 nm.
Este virus presenta RNA, su coeficiente de sedimenta
cibn es de 41 S; su densidad de flotaci6n de 1.38 -

g/ml. M8&s tarde lo encontraron en Inglaterra y en
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Australia (Bailey, 1970). Particulas semejantes fue
ron reportadas en 1967 en la Unibn Soviética por -
Alekseenko y Kolimients, guienes observaron que la -
parte principal dornde el CVP se reproduce es en el -
tejido nervioso. Tambi&n se ha observado e¢en el -
campo en abejas con par&lisis que presentan de hin--
chaz6n y se ha aislado de la miel, por lo que piensa
gue es excretado por la saliva y posiblemente por las
gl&ndulas hipofaringeas (Morse, 1978). Cuando elCVP
se inoculd en abejas sanas, las partfculas isom&tri-
cas del virus fueron observadas en partes grasas del

cuerpo pero no en partes del intestino.

Estudios posteriores permitieron observar acumu-
laciones en gl&ndulas hipofaringeas (Morse, 1378).
Las partfculas fueron detectadas en granos de polen
por lo que Bailey en 1971 sugirid gque las abejas pu

dieran secretar virus por sus gl&ndulas.

Recientemente Morse, 1978, ha reportado que no
afecta a las gléndulas hipofaringeas encontrando par
ticulas del virus en la musculatura tordxica y en el

abdomen.



Durante las investigaciones del virus Crénico en
1976 Bailey, et. al. (Morse, 1978) al tratar de ais-
larlo se encontraron otros dos tipos de particulas -
virales por lo que las asociaron al CVP (Bailey, et.

al., 1980).

Estas particulas presentaban semejanzas entre &%
como el tamafio de 17 nm, el contenido de RNA, su den
sidad de flotacidn en CsCl fue de cerca de 1.38 g/ml.
Sin embargo, su coeficiente de sedimentacifn es dife
rente y ademfs presenta notable diferencia en el pe~
so molecular de sus proteinas y en el de su RNA. Al
hacer la purificaci®n de &stos, se observl que se -
trataba de un virus que estaba Intimamente asociado -
al CVP y otro que denominaron CWP (Virus de Partfcu-

las de Alas Obscuras).

8e ha visto que el CPVA que era asociado al CVP,
requiere de la presencia de &ste dltimo y que suimul
tiplicacidn es relativa. Adem8s se dice que depen-
de alguna informacifn gen&tica del virus (Bailey, -

Brenda, Woods, Carpenter, 1980}).

Se piensa que el CVP se multiplica en forma inde
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Durante las investigaciones del virus Crénico en
1976 Bailey, et. al. (Morse, 1978) al tratar de ais-
larlo se encontraron otros dos tipos de partifculas -
virales por lo que las asociaron al CVP (Bailey, et.

al., 1980).

Estas partfculas presentaban semejanzas entre &%
como el tamafic de 17 nm, el contenido de RNA, su den
sidad de flotaciftn en CsCl fue de cerca de 1.38 g/ml.
Sin embargo, su coeficiente de sedimentacibn es dife
rente y ademis presenta notable diferencia en el pe-
so molecular de sus proteinas y en el de su RNA. Al
hacer la purificacibn de é&stos, se observb dque se =~
trataba de un virus que estaba intimamente asociado
al CVP y otro que denominaron CWP (Virus de Particu~-

las de Alas Obscuras).

Se ha visto gue el CPVA que era asociado al CVP,
requiere de la presencia de éste Gltimc y que su mul
tiplicacitn es relativa. Adem8s se dice que depen-
de alquna informacibn gen&tica del virus (Bailey, -

Brenda, Woods, Carpenter, 1980).

Se piensa que el CVP se multiplica en forma inde



- 17 -

pendiente. Se ha localizado en la musculatura del t6
rax y en la pared del abdomen de abejas, pero no se -
ha encontrado 1la presencia de otros organismos pa
tégenos, por lo que no se ha dado una explicaci6n de

las semejanzas entre &ste y el CPVA.

En 1974-1975 Bailey y Woods describieron otros vi
rus causantes de pardlisis en abejas. Uno fue llamado
"virus de Abejas de Arkansas”™ por haberse aislado en
Arkansas (Morse, 1978). Presenta un diZmetro de 30 -
nm, que es semejante al SBV y al APV, su coeficiente
de sedimentacitn es de 128 § y su densidad de flota--
cibn es de 1.37 g/ml.

La muerte de las abejas infectadas por &1 es muy
lenta ya que mueren a la tercera semana de la infec--
cidn. Se ha aislado polen que dejan las abejas muer-
tas. Cuando se realizaron las pruebas serolégicas, -
el virus no respondi6 a la té&cnica clésica, por lo -

que se utilizd agar y buffer de fosfatos (Bailey, et.

al., 1979). (Ver cuadros 1-5, en donde se muestran sus

caracteristicas).

Otro virus gque observs y que aparece en forma rara

fue denominado "Virus S". Aunque no fué descrito se
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observé que causa la muerte con gran rapidez. Kulincevic
lo aisl6 en 1970-1974 (Morse, 1978} e indic6 que es co

m@n encontrarlo en invierno.

Otro virus que causa la muerte en las abejas a los
12 dfas fue llamado "Slow" y se caracteriza por causar
par&lisis de las patas delanteras. Presenta un difme~
tro de 30 nm, y serolﬁgicamenge es distinto a otros vi
rus de abejas. Su coeficiente de sedimentacifn es en-
tre 146 y 163 § sus partfculas son isomé&tricas (Morse,

1978} .

Lasthy encontr8 otro virus iridisente (Morse, 1978)
de tamafio muy grande, de 160 . Fué aislado de algu-
nas abejas en la India. Aungue se sabe poco de &1, se
- encontr8® que su &cido nucléico es DNA a diferencia a ~
los otros virus que son RNA., Bailley hizo un estudio -
de &1 en 1975 clasific8@ndolo "Iridovirus", (Bailey, et.
al., 1976). Este virus se habfa aislado anteriormente
pero de otras Srdenes como Diptera, Coleoptera, Lepidop
tera y por Gltimo se encontr® en Himenoptera en adultos
de Apis cerana vy en Apis mellifera. Cuando se vié el
tipo de infeccién se traté de encontrar otro tipo de -

virus, al no encontrarlo se recurrib al procedimiento



para aislar virus Cr6nico y se observaron las particu
las de 150 nm, con DNA. Su constante de sedimenta--
cibn fue de 2216 5, su densidad de flotacion de 1.30

a 1.33 g/ml. Se cultivbé en abejas en estado de pupa
y adultas, dando densidades de flotacibn de 1.30 y ~
1.32 g/ml, respectivamente (Bailey, et. al., 1976).

Adem8s se observ6 que el virus se multiplica en abé--
jas adultas formando agregados citoplismicos especial
mente en las partes grasas del cuerpo y en las gl&ndu

las hipofaringeas.

Otro virus aislado de abejas fue llamado “X? Yy se
aisld de abejas adultas afectadas por pardlisis, pre
sentando particulas isométricas gque contenian RNA, su
dismetro fue de 35 nm, su coeficiente de sedimentacidn
de 187 § su densidad de flotacifén de 1.36 g/ml. Se ha
visto que puede no causar signos de parslisis. cuando
se infectan abejas adultas, pero cuando se infectan =~
abejas con virus "X" y particulas del SBV las abéjas

mueren a los cuatro dias.

Otro virus conocido con el nombre de "Egipto™ se
aisld en ese pais. Presenta particulas de 30 nm de -
diSmetro y contiene RNA, su coeficiente de sedimenta-

cib6n es de 165 S y sus particulas contienen tres pro-~
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tefnas, presenta una densidad de flotaci6n de 1.37

g/ml. (Bailey, et. al., 1979).

En Australia fueron aislados otros tres virus, al
tratar de aislar al virus Kashmir que se obtuvo de abe
das adultas, larvas y prepupas, presentaron caracteris
ticas semejantes como el tamafio de sus particulas de -
30 nm y la presencia de RNA, su coeficiente de sedimen
tacibén de 171-173 S, densidad de flotacién de 1.371 -
g/ml, pero al realizar las pruebas de inmunodifusifn -
se vib6 que se trataba de diferentes virus y que pueden

estar juntos en una infeccibn (Bailey, et. al., 1879).

En las pruebas realizadas para la identificacifn -
se vid que la diferencia radicaba en la presencia de -

sus diferentes proteinas (ver cuadro No. 5).




CUADRO 1

COMPARACION DE LAS PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS VIRUS:

SACBROOD Y AGUDO DE LA PARALISIS DE ABEJAS

e

DENSIDAD DE FLOTACION EN COEFICIENTE DE SEDIMEN-} DIAMETRO DE LAS
csCl_g/ml TACION EN UNID. PARTICULAS
9 s m
SACBROOD 1.33
AGUDO DE LA
1.42
PARALISIS




CUADRO 2

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS VIRUS AISLADOS DE ABEJAS CON PARALISIS

VIRUS DIAMETRO EN COEFICIENTE DE SEDIMENTACION DENSIDAD DE FLOTA-
NM 3 : CION EN
=% LT .. ml
SACBROOD 28
AGUDO DE LA P. 20 - 30
— .
CRONICO DE LA P. 17
ARKANSAS 30
ngn -
TR
SLOW 30 146 ~ 163 1.35
IRIDOVIRUS 150 ' 2216 1 1.33
7~ . o - - it
ny 35 187 ‘ 1.36
, AI“ = Te—
EGIPTO 30 ) 165 1.37

AUSTRALIA ' 30 171 - 173 1.37




CUADRO 3

CARACTERISTICAS DE 10 VIRUS AISLADOS DE ABEJAS CON PARALISIS

SRR ——
EDAD DE LAS ABEJAS
PARTICULAS INPECTADAS
VIRUS ABREVIACION = -
‘ DIAMETRO ACIDO PUPAS ADULTAS
FORMA nm N
| 1
SACBROOD SBV TISOMETRICA 28 RNA - +
AGUDO DE LA P. APV ﬁ ISOMETRICA 20 - 30 RNA - +
. >
CRONICO DE LA P. cPV ISOMETRICA | 17 1 RNA + -
DE ARKANSAS ﬁ - I 1someTRICA | 30 RNA - +
ugu s - - RNA - +
SLOW SLOW TSOMETRICA 30 RNA - +
IRIDOVIRUS ) - g - 150 DNA - +
uyn X ISOMETRICA § 35 RNA - +
DE EGIPTO - ISOMETRICA 30 RNA . +
DE AUSTRALIA - ISOMETRICA 30 J RNA - +




‘CUADRO 4

COMPARACION DE ALGUNAS CARACTERISTICAS DE DOS VIRUS:

EL CPVA Y EL CWP

VIRUS COEFICIENTE DE SEDIMEN- DENSIDAD DE FLOTACION EN P M DE LAS DIAMETRO
TACION EN UNID. CsCl g/ml PROTEINAS DE PARTICU
S LAS (nm)
CPVA 41 + 1.3
cwp 49 + 0.6

| .45 x 10




CUADRO 5

PESOS MOLECULARES DE LAS PROTEINAS DE LOS VIRUS AISLADOS DE

ABEJAS CON PARALISIS EN AUSTRALIA Y EN EGIPTO

-~
! PESO MOLECULAR DE LAS PROTEINAS
VIRUS " — — ——— :
A B Cc D
. EGIPTO 41150 + 500 30000 + 500 24950 + 50 -
KASHMIR AISLADO f 41100 ¢ 400 37300 + 550 | 24500 + 305 -
SOUTH AUSTRAL 44300 + 350 39300 + 250 33950 + 200 25500 + 150
" " "
QUEENS LAND 1 - 39800 + 300 32950 + 300 24800 + 200
QUEENS LAND 2 - 40300 + 450 36400 + 900 25250 + 350
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INFECCIONES BACTERIANAS.

Las enfermedades causadas por bacterias son de -
las infecciones mis importantes que atacan a las crias,

€éstas son la Loque Americana y la Logue Europea.

Este tipo de infecciones se caracteriza por dar -~
una forma de guifiapo a las larvas que rmueren y causan =

putrefaccidn de la cria.

Al igual que otras enfermedades de las abejas 1la
Loque Americana se conocia desde la antigiliedad sin saber
de que tipo de enfermedad se trataba. Aristbteles en su
“Historia de Animales libro IX cap. 40" (Langstroth, =~
1953} hizo mencitn de una enfermedad que ataca a las ~
abejas causando un repugnante olor, suponiendo que esta
enfermedad era causada por polen que intoxicaba a las -
larvag., Virgilio también hizo alucifin a la enfermedad.
En ;586 el alemén Nickel Jacob, escribi8 un libro "La
vida de las Abejas" en el gque hizo una descripcibn de -
la infeccifn mencionande posibles m&todos para combatir
la. Opinaba que la enfermedad era causada por contagio
al presentarse el pillaje trasmitiendo las abejas adul
tas a la crfa la infeccin. En 1769, Schirach llamé -

putrefaccibn de la crfa y mencion® dos causas diciendo
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que la primera causa se debe a la mala calidad del alimento,
Yy la segunda es par la posicifn del huevo en la postura.
Otro autor que ya hizo una descripcifn mds campleta fue
Della Rocca, quifn citd ciertas caracteristicas camo aspec
to, color, olor, oponi&ndose a las causas que Schirach -~
atribuye, pues sospech5 que se trataba de una infecci6n., -~
En 1860, Leuckart, atribuyb ia infeccifn a un hongo al que
llama Parchis tophyton ovalum Leuck. En 1869, Preuss en--

contr6 corplisculos en forma ovalada creyendo que se tra

taba de levaduras a las que llam® Criptococcus alveolaris -

que contaminaba el alimento provocando la diseminacifn de -
la infeccifn. Schonfeld, Cohn y Eidam, al estudiar laxvas
infectadas encontraron formas de bacterias. En 1885 -
Cheshire y Cheyne, aislaron una bacteria utilizando larvas
infectadas a esta bacteria le llamarcn Bacillus alvi. En
1888 Dickel encontr$ dos grandes diferencias en las larvas
infectadas cbservando que existfan agentes infecciosos de
las larvas operculadas y agentes infecciosos de las larvas
1o operculadas. En 1894 en Nueva York Howard cbserv6 una
enfermedad que se presenta en las larvas de las abejas cre-~
yendo que nunca antes nadie la habfa observado la llama -—
*Blackbrood”. En 1902 Moore y White demostraron que la enfer
medad que Howard referfa era la misma que Cheshire y Cheyne
ya habfa descrito. Despufis de realizar numerosos estudios en
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Europa y América White en 1904 (Langstroth 1953) con
cluyb que se trataba de dos agentes infecciosos 1lla
mando Eurcopean Foulbrood a la infeccibn que se pre~--
sentaba en Europa y que m&s tarde fue llamada Logue
Europea, y a la infeccifn presente en América la
llam6 American Foulbrood hoy conocida como Loque Ame

ricana. M&s tarde se supo gque Bacillus pluton causa

la Loque Europea y que Bacillus larvae causa la -

Logue Americana.

SIGNOS DE LA FENFERMEDAD:

Es una de las enfermedades mas graves y se ca-~
racteriza por atacar a las larvas cuando est&n a pun
to de opercular. Ocasiona cambios de color del opér
culo que va cambiando de color amarillento a cafg& -~
obscuro y finalmente a negro. La textura de la lar-

va se reblandece y se pega al fondo de la celda con
| aspecto informe y viscosa y su forma también cambia
de convexa a cbncava. El panal presenta aspecto de
estar parchado ya que las celdas sanas y enfermas se
intercalan. Por lo general las abejas no tratan de
limplar las celdas y en algunas ocasiones hasta las

llenan de miel dejando en el fondo esta materia putre
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facta. M8s tarde se empieza a notar gue las abejas
adultas tanto en elexterior como en el interior de -
la colmena se conducen con pereza y las ncdrizas des

cuidan a la cria.

Se dice que la infeccién entra siempre por la -
via oral pasando a intestino luego pasa a linfa gene
raliz&ndose. En la linfa ocurre histflisis y la des
truccibn que se realiza desde la luz de los vasos de
la hemolinfa (Bailey y Lee, 1962). La enfermedad se
presenta con mayor frecuencia en primavera, el olor
que desprenden es semejante a la ¢ola que usan los -

carpinteros.

De aqui que se toman tres caracteristicas para
reconocer la infecci6n y distinguirla de otras enfer

medades de las abejas.

1. Color café& obscuro.

2. Olor parecido a la cola de pegar.

3. Consistencia viscosa de las larvas podridas.
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LOQUE EUROPEA

A esta tambi&n se le ha llamado Loque Negra o =~
Loque Hedionda aunque con frecuencia se ha confundi-
do con la Loque Americana, difieren en varios aspec-

tos.

Las abejas infectadas no son muy activas pero si»
se desembarazan de las larvas muertas. Por lo gene-
ral ataca con mayor frecuencia a las larvas jbvenes
por lo que hay menor proporcifbn de pollo operculado,
las que si alcanzan a opercular son deprimidas y agu
jeradas. Las larvas infectadas presentan mahchas -
amarillas en el cuerpo cerca de la cabeza, se mueven
con dificultad y cuando mueren cambian de color a ca
fé obscuro y luego a negro. Las ya muertas forman -
egcamas. irregulares que no se pegan a la pared de la
celda. El olor que desprenden es escaso y cuando se
percibe es a pollo agrio. La infeccifn se presenta

desde la primavera hasta el otofio.

En la Logue Europea se piensa gue la reina puede
ger transmisora por 1o que conviene eliminarila. En

la Loque Americana la reina parece no tener nada que
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ver con la infecciln pero &sta es md&s drdstica y re-
quiere de mas cuidados que la Logue Europea, &sta a
su vez no se transmite por medio de la miel por lo ~

que no es necesario destruir el panal.

Los dos tipos de infecciones se pueden propagar
de una colonia a otra por diferentes vias. El pilla
je es quizd una de las principales causas de la pro-
pagacién. Las abejas obreras tambiém pueden recoger
esporas en las flores en las que otras abejas enfer-
mas se han posado ésto parece poco frecuente. Los -
transportes y envios de miel de una localidad a otra

también puede ser de otra causa de contaminacifn.

CARACTERISTICAS DE BACILLUS LARVAE:

Gérmenes generalmente aerobics, esporulados ci--
lindricos, casi siempre flagelados, crecen frecuente
mente en cadena. Las colonias son blancas e irregu-
lares, de forma de bast6n, su tamafio es de 0.5 a 0.8
micras por 2.5 a 5. micras, pudiendo estar aislados
o en cadenas. Su coloracibn con Gram es variable ti-
fiéndose con otros colorantes como azul de metileno,

fuscina, violeta de genciana,



IV. METODOLOGIA.

Para comprobar la posible presencia y determinar
los tipos de virus gue probablemente participan y -
producen la pardlisis de abejas en México, se obtu-
vieron muestras al azar de colonias de abejas enfer
mas gque mostraban la signomatologfa comparable con -
la causada por virus gue provocan par8lisis que de -
acuerdo a Morse (1978) son: coloracifn més obscura
que el resto de la colonia, dificultad para despla-
zarse, pférdida de vello, entre otras que no se pre-=-

sentaban.

También se observaron muestras de larvas de ==
acuerdo a Morse (1978) presentaban algunas caracte~
risticas como son: hundimiento de las larvas en el
panal con una consecuente resequedad y cambio de to

nalidad en comparacifn con el resto de las larvas.

Con el fin de experimentar con los cultivos de -
abejas se obtuvec una parte de una colonia de abejas
sanas en Xochimilco, D.F., que tambi8n sirvié para -

hacer el lote testigo para algunas.

Las muestras se obtuvieron de acuerdo con el si-

guiente cuadro (cuadro 6).



\ CUADRO 6

OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE

ABEJAS

LOCALIDAD CANTIDAD ESTADO INFEOCION
Xochimilco, D.F. 110 Adultas -
Amecameca, Méx. 150 Adultas 100 +
Chalco, Héx. 100 Adultas 37 +
Tula, Hidalgo 100 Larvas -
Huitzilac, Morelos 200 Adultas 10 +
Cuautla, Morelos 120 Adultas 13 +
San Migquel Allende, Gto. 60 Adultas -
Col. Adolfo Materos, Tlax. 100 Larvas 30 +
Jalapa, Ver. : 1000 Adultas 430 +

TOTAL 1740 Adultas

INFECTADAS 620
LARVAS : 200

INFECTADAS 30
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Las muestras de abejas obtenidas se transporta
ron en vivo al laboratorio de virologfa de la Facul
tad de Medicina Veterinaria y 2ootecnia, de la -~
U.N.A.M., ¥ se congelaron a una temperatura de =~-

"'7°°CQ

De las abejas que presentaban apariencia sana
se tomaron algunas muestras para usarlas como testi
go, asi como algunas de las larvas sanas que también

fueron sepaxadas.

Las larvas se transportaron en el panal. Se -
seleccionaron las que se consideraban sanas que eran
las que no presentaron los sintomas considerados de
la enfermedad para tratar de obtener un medio de cre
cimiento. Las que estaban infectadas y con sospecha
de la infeccifn se guardaron para posteriormente ha-
cer un triturado (Giauffret, Poutiers, Vagc, Rousseau,
1968) que se utilizarfan para inocular a los medios

- de cultivo.

Todo el material, substancias y soluciones se
trabajaron en condiciones de absoluta esterilidad -
y con la ayuda de campana de flujo laminar, mechero

y autoclave.
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OBTENCION DEL TRITURADO.

Se extrajo el mfisculo torfcico de cincuenta
abejas enfermas y se puso en solucién de PBS con
0.2 ml. de penicilina de 100 U y 0.2 ml. de mico
tin, dejdndose reposar 10 minutos a temperatura
ambiente. Se pasaron a un mortero y se lavaron
cuatro veces con PBS. Se maceraron y se centri-
fugaron a 1500 rpm y se metieron a refrigeracibn

30 minutos, para despu@s inocular.

Las técnicas de virologis que se emplearon
para lograr el crecimiento de los virus "in vitro"

se describen a continuacién.

Bl primer medio de crecimiento que se inten
t6 fue el propuesto por Stanley (Melissa, 1968) ~

con base en larvas de abejas (Apis mellifera) pa-

ra lo que se seleccionf un medio nutritivo con vi
taminas, utiliz8ndose para este fin las larvas sa
nas que se colectaron en Tlaxcala y, posterioxrmen

te, las de Tula.

La técnica para lograr el medio de crecimien
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to a base de larvas se describe a continuaci®n:

CULTIVO CELULAR DE LARVAS

Las larvas se cortaron y se lavaron tres ve
ces con una solucibn de agua bidestilada y esté-~
ril. Posteriormente, se les agreg$ tripsina -~
(28% en PBS). Se sometieron con un agitador mag
nético durante diez minutos. La solucién obteni
da se filtrd utilizando un filtro millipore de -
45 micras. Luego se les agredh el medio nutriti
vo y 0.4 de penicilina, y 0.4 ml. de Micostatin.
El medio se repartib en tubos de Leighton aproxi
madamente 3 ml. en cada tubo. Se incubf a 37°C
de 24-48 horas para despu€s, observar el creci--

miento celular y entonces se inocularia.

CULTIVO CELULAR DE EMBRIONES DE POLLGC ENTEROS

Fue el segundo medio de cultive que se em--

ple6 siguiendo la técnica de Cuninhgam, 1971.

Para ello se seleccionaron embriones de =~

seis dfas, se observaron en el ovoscopio vivos,



se marc la clmara de aire, para desinfectarla
con alcohol. Con ayuda de unas pinzas se rompi8
la c8scara, luego la fdrfara que cubre la membra

na corioalantoidea y esta filtima también.

Se sujetd el embribn por el cuello y se sa
¢6 cortando el saco vitelino. Se coloct el em-~
brién en una caja de Petri. Posteriormente se
adicion6 un poco de solucibn de PBS, para lavar
se les quit6 la cabeza, las alas, las patas y -
las visceras. Se pash a otra caja de Petri para
cortarlo, se colocaron tres embriones en cada ca
ja. Se cortaron los embriones, luego se lavaron
d¢ tres a cuatro veces con PBS. Se decant6 y =
los fragmentos se separaron pasfndolos a un trip
sinizador con un poco de tripsina (28% y pH de 8
- 8.4) agitando por 20 minutos. Una vez que las
células salieron de la agitacién se les agregb -
un poco de medio para inactivar la tripsina y se
pasaron por un filtro millipore .45 en un matraz
Kitasato, Se colocaron en tubos para centrifugar

durante 10 minutos a 1500 r.p.m.

Después, se decant6 el 1fquido sobrenadante
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Y se lav®é nuevamente <on solucién PBS. Se volvid
a centrifugar a la misma velocidad y tiempo, para
decantar nuevamente. Finalmente, se agregd el me
dio de crecimiento Eagles (Hsiung, 1964) con solu
cibn de electrolitos. Se repartif en tubos de -~
Leighton, 3 ml. en cada tubo y se incubaron de 3

a 5 dias a 37°C.

CULTIVO CELULAR DE CELULAS DE RINON DE EMBRION DE

POLLO.

El siguiente cultivo que se realizd fue el de
células de rifi6n de pollo (Cuninhgam, 1971 y Kruse,
Rojand, 1973),

Se seleccionaron embriones de pollo de 16-18
dfas de incubacifn utilizando 5 embriones en cada
ocasifn. Se les tratd de la misma manera gue a los
anteriores. Se tom6 al embri6n sobre el cartflago
xifoides y se cortb transversalmente, dividiendo -
el cuello del embrifn en 2 partes por detrds de =
las costillas, elimin&ndose la regifn anterior. Se
eliminaron las visceras, se lavé la cavidad abdomi-
nal con PBS y los rifiones se colocaron en una caja

Petri con PBS de 20 a 15 ml. Se lavaron cuatro ve-~
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ces y se pasaron a un vaso de precipitado para tri
turarlos, se decant6 y los restos de los rifiones -
se pasaron a un triptinizador con tripsina (28% y
pH de 8-8.4). Para cada rinbn se empled aproxima-
damente 10 ml. de la solucidn, se agitaron con un

agitador magnético durante 30 minutos, para des---
pués pasarlos por un filtro millipore .45 micras.

La suspensiém celular se pas6 a tubos para centri-
fugar a 1500 2».p.m. durante 15 minutos. Se decan-
t6 el liquido sobrenadante y se agregb PBS en la -
misma proporcién, después de 2 a 3 lavados se vol-
vid a centrifugar. Después se agregd un medio de

crecinmiento, se utilizaron el MEM y el Eagles  --
{Hsiung, 1964). Se repartieron en los tubos de ~-
Leighton 3 ml. para cada tubo y se incubaron a --

37°C entre 24 y 48 horas.

INOCULACION EN EMBRIONES DE POLLO.

Se eligieron 60 embriones de pollo de 6 dfas
de incubacibn, para inocularse el macerado de abe-
jas enfermas. La inoculacién se realizf por 3 ~--
vias (Cuninhgam, 1971). Se inocularon 20 embriones
por cada via y 20 para lote testigo, las vias de -
noculacidn fueron por cavidad alantoidea, cavidad

amniatica y membrana corioalantoidea. Las inocula-
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ciones se realizaron de acuerdo a la siguiente me

todologia.

1. VIA DE _INOCULACION DE EMBRIONES DE POLLO POR -

CAVIDAD ALAHTOIDEA.

Se examinaron los huevos al ovoscopio para com

probar que lus embriones estuvieran vivos.

Luego se eligi8 una zona de la membrana alan--
toidea distante del embrién y de la cavidad -
amnibtica que esté libre de vasos sanguineos,

apfoximadamente 3 mm abajo de la clmara de ai-
re, se desinfect8 con alcohol, para hacer un -
orificio con una aguja en la clmara de aire, =
se volvio a desinfectar con alcohol. Se utili
26 una jeringa de insulina con una aguja del -
No. 271-2 que se introdujo en lfnea recta para
inocular el macerado de abejas que fué de 0.2

ml. Luego se sellaron los orificios con resis-
tol (una gotita). Se incubaron a 37°C después

de 24 horas se ovoscopiaron para eliminar muer
tos por traumatismo o por contaminacifn hasta

los 5 dlas (fig., 1, 2).
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2. VIA DE INOCULACION EN EMBRIONES DE POLLO POR

CAVIDAD AMNIOTICA.

El huevo se examin6 de la misma manera que el
anterior, pero se marcé la zona en que se loca
1iz6 el embribn. Se marc6 un circulo paralelo
a la cémara de aire, se desinfectd y se hizo -
un orificio, para despu&s quitar con unas pin-
zas la c8scara, gquedando al descubierto la cé-
mara. Se agreda un poco de suero fisiolbgico
para aclararla y se le inoculd 0.2 ml. del ma-
cerado utilizando una jeringa de insulina. Se
tapfé la abertura con un pedazo de papel estfril.
Se incubb a 37°C durante 24 horas para hacer
las mismas observaciones que en el anterior -

{fig. 1, 2).

3. VIA DE INOCULACION DE EMBRIONES DE POLLO POR

MEMBRANA CORIOALANTOIDEA.

El examen del huevo se realiZa de la misma ma
nera que los anteriores, pero se marcd una zo
na cuadrada de aproximadamente 1 cm. y 3 ml.
por arriba de la c8mara, se desinfectd y se
eliminé la cédscara sin lesionar la membrana.

Con una jeringa de insulina se inocularon 0.2
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ml del macerado de abejas, entre la ﬁembrana
coriocalantoidea y la féarfara, se tapb de la
misma manera que el anterior. Se incubaron a
37°C desde 24 horas hasta gue mueren (fig. 3
y 4).

Después de inoculados los huevos se incubaron
24 horas para observar culles morian y se -
abrfan para observar el dafio que presentaban y
tratar de identificar la causa de la muerte, -
Y3 que los embriones presentan algunas caracte
risticas cuando se trata de una infeccian bac-
teriana o por virus o traumas. Al revisar los
embriones muertos se hacen las siquientes ob--

servaciones para ver si las presentaron:

1. Muerte.

2. Hemorragias subcuténeas.

3. Congestibn de la epidermis.

4. Retorcimiento y enanismo del embrifn.

5. Engrosamiento y fibrosie de la membrana
amnibtica.

6. Disminucibdn del volumen del liquido -~
amnidtico.

7. Engrosamiento y edema de la membrana co
rioalantoidea.

8. lLesionks postulares de la membrana corio-
alantoidea.
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9. Desarrollo anormal de las plumas.
10. Dep8sitos de uratos en el estroma del rifi6n
y mesonefros.

11. Cuerpos de inclusibn.

£n cad ocasifn que se revisaba un embrifn -
muerto tambifn se revis6 un embrifn del lote tes-

tigo.

De las tres vias de inoculacidn en los embrio
nes de pollo que se realizaron, se optd por reali
zar Salo la inoculaci6n por la via de cavidad -

alantoidea por resultar ser la mi3s gencilla.

La inoculacifn de los embriones se realizé pa
ra abejas de todas localidades de las que se colec
taron. En todos los casos, una vez muerto se ex-
trajo el 1fquido para inocular en tubos de cultivo
celular y se les practic6 un estudio bacteriano -
gue se explica a continuaci6n., Tambi&n los liqui-
dos obtenidos de los embriones gse pasaron a otros
sanos de 6 dias de incubacibn para ver si el daho
persitfa, disminufa o desaparecfa. En caso de que

persistiera se observarifa hasta el final la dura--
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cién de esos nuevos embricnes para determinar si

se trataba de dafio viral.

PRUEBAS BACTRRIOLOGICAS REALIZADAS AL MACERADO DE

ABEJAS Y AL LIQUIDO AMNIOTICO DE EMBRIONES INOCU-

LADOS.

Se realizaron las pruebas bactericlBgicas en
el Instituto Nacional de Enfermedades Respirato--
rias (I.N.EzR.), y con reactivos obsequiados por

las Facultades de Medicina y Qiifmica de la U.N.A.M,

Los medios utilizados para el crecimiento y -
el aislamiento, de colonias son los gue con mayor
frecuencia se emplean para este fin; EMB, agar -
sal y manitol (&ste se utilizb en lugar del 110 -
para el crecimiento de estafilococos) agar choco-
late en atmbsfera de COZ' Y gelosa sangre. Se --
realizaron las siembras junto al mechero y se in-

cubaron a 37°C durante 24 horas.

A las colonias que crecieron se les practica

ron las siguientes pruebas biogiimicas para la -
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identificacitn de las bacterias que se desarrollan

(Davidschn, Henry, 1978).

SIM. Que as un medio semis6lido utilizado para
observar movilidad, produccifén de sulfuros, INDOL
{para &ste se le agregaron unas gotas de reactivo -
de Earlich). La forma de sembrar fue por picadura
alcanzando una profundidad de 3/4 del medio. Se in

cuba a 37°C durante 24 horas.

AGAR DE HIERRO DE KIGLER.

Bste medio se utiliz6 para obsgervar fermenta-—-
cién de carbohidratos como son la glucosa y dextro
sa, produccifn de sulfuros y de gas. La siembra se
realizf en tubos inclinados y se sembr6 por picadura
en el fondo y estria en la superficie, se incuba a

37°C durante 24 horas.

AGAR CITRATO DE SIMMONS.

Bste medio de cultivo se utilizé para diferen--
ciar las bacterias Gram negativas, basfndose sn la

utilizacion de citrato. Se colocaron los tubos en -
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forma inclinada y se sembrd por picadura en el
fondo y estrfia en la superficie, se incub6 a -

37°C por 24-96 horas.

AGAR UREA.

Este medio se emplea para la diferenciaci®n
mediante la descomposicifn de la urea o la fer-
mentacifn del azficar. La siembra se realizé en
tubos inclinados, se distribuyf el inbculo en la
superficie inclinada, se incub$ a 37°C durante -

24 horas.

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR.

Este medio, como su nombre lo indica, contig
ne 3 azGcares, lactosa, sacarosa y dextrosa. La
siembra se realiz6 en tubos inclinados y se sem-
bré por estria en la superficie y picadura en el

fondo. Se incub8 a 37°C durante 24 horas.

LICUEFACCION DE LA GELATINA.

(Bredd, Murray, 1957; Davidsohn, Henry, 1978.)
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Se utiliz6 gelatina bacterioldgica para observar
la licuefaccifn. Se sembraron las muestras de
las diferentes colonias que crecieron. Se incu

baron a 37°C durante 24 horas.

BASE DE CALDO ROJO FENOL CON GALACTOSA.

El medio de rojo fenol se utiliza para ver
la fermentacién de carbohidratos agregando el -
azficar que se desea fermentar, en este caso
fue la galactosa, ya que el rojo fenol actda co

mo indicador de pH.

INTERPRETACION DE LAS BIOQUIMICAS,

SIM. La movilidad se revela por una turbidez en
el seno del medio. En el caso de inmovilidad
se observa el desarrollo de crecimiento s6lo a

lo largo de la puncién.

La produccifn de sulfato de hidr&genos lo -

indica un color negrecido.

La producci6n de Indol se observa al adicio

nar el reactivo, de Ehrlich gque da una colora--
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cifén rojo prpura en caso de ser positivo.

AGAR DE HIERRO DE KIGLER.

Los gérmenes fermentadores de la glucosa acidj
fican totalmente el medio cambi&ndolo de su colox
original de rojo cereza a color amarillo, los que
no la fermentan acidifican s6lo la parte del fon-

do.

La produccifén del gas se cbserva al formarse

un espacio en el fondo del tubo.

La produccién de sulfato de hidr6geno se obser

va por ennegrecimiento del medio.

AGAR CITRATO DE SIMMONS.

Para determinar la utilizacién de citrato se
observa un crecimiento visible acompafiado de un -
cambio alcalino que da un color que varia entre =~

verde y azul.
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AGAR UREA.

Los orxrganismos capaces de atacar la urea al 1li
berar amonfaco originan el cambio del rosa original

al rojo azulado o violeta.

AGAR DE HIERRO Y TRIPLE AZUCAR.

La interpretacién de este medio es semejante -~

a la del medio de Kigler.

LICUEFACCION DE LA GELATINA.

Cuando la gelatina no se licua se observa un 1i
gero color blanco opaco y cuando hay licuefaccifin

se observan zonas claras.

BASE DE CALDO ROJO FENOL CON GALACTOSA.

El color original que da el rojo fenol es aci
dificado en caso de presentarse la fermentacién ==

del azficar tomando un color amarillo.
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V. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en los cultivos celu

lares gque se realizaron son los giguientes:

No se logr6 obtener un medio de cultivo de ~

las larvas de abejas.

Entre los cultivos realizados con células de
rifién de embrifn de pollc y blastos, el que fue -
mis manejable y que requerfia menos nGmero de em--
briones resultf ser el de los blastos, por lo que
se seleccion6 para trabajarlo con todas las inocu
laciones obtenidas de los macerados y tomas de 1f
guido amnidtico. Los resultados se anotaron en -
cuadros como el que se muestra (7) sblo se da uno

como ejemplo ya que los resultados son semejantes.

Los resultados obtenidos en los embriones de
pollo inoculados en los gue iban muriendo se ob--
servé el liquido amnibtico bastante purulento y al
verlo al microscopio se observf gran cantidad de -
bacterias. Algunos presentaron hemorragias lige--

ras.
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En cuanto a las pruebas bacteriolbgicas se ob
serv6 que en los frotis directos hechos con la -
tinciébn de Gram, habfa cocos Gram positivos y ne-

gativos, bacilos negativos y positivos.

En los wmedios de Agar sangre el aspecto de -
las colonias era: medianas, blanquigcas, transpa-
rentes, lisas y brillantes. Lo mismo gue para -~

las colonias desarrolladas en el medio de EMB.

En el medio de Agar Sal y Manitol las colonias
fueron muy escasas y el aspecto que presentaban -

era: medianas, claras, y brillantes, transparentes,

En el medio de Agar Chocolate no hubo creci--
miento a excepcién de las siembras realizadas con
el macerado de abejas de Jalapa, Veracruz. Pero
88lo crecieron unas cuantas colonias en una oca--

8ifn.

En las ahejas que se ocuparon para hacer las
siembras bacterianas de Chaleco, Edo. de México, no

hubo ningtin crecimiento.
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El resultado de las bioquimicas de abejas de
las localidades en las que hubo crecimiento se -

presentan en los siguientes cuadros. (8y 9 ).
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Resultados obtenidos en el cultivo celular realizado
con abejas de San Miguel Allende. Todas estaban en-
fermas por lo que se usd como testigo abejas sanas -

de Xochimilco. 8Se realizaron nuevas inoculaciones.

CUADRO 7

OBSERVACIONES DIARIAS EN LAS B HILERAS DE TUBOS

V = VIVAS

M - MUERTAS
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CUADRO 8

LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS EN

MUESTRAS DE ABEJAS PROCEDENTES

REACCIONES QUIMICAS AMECAMECA HUITZILAC CUAUTLA

GLUCOSA

SACAROSA

MOVILIDAD

LICUEFACCION DS 1A GELATINA

PRODUCCION DE SULFURD

FRODUOCION DE GRS
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CUADRO 9

LAS PRUEBAS BIOQUIMICAS REALIZADAS EN

MURSTRAS DE ABEJAS PROCEDENTES

SAN MIGUEL  TLAXCALA
ALLENDE

REACCIONES QUIMICAS

GLUCOSA
SACAROBA
LACTOSA
GALACTOSA

INDOL
MOVILIDAD

LICUEFACCION DE LA GELATINA

PRODUCCION DE SULFUROS

PRODUCCION DE GAS

JALAPA
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Estos resultados corresponden a la clasifi-~
cacifn dada por Murray, 1973, o sea la de -

Bacillus larvae.

CLASIFICACION

Clase: R ¢ Esquizomicetos
Orden: I Eubacteriales
Familia: III Bacillaceae
Género: I Bacillus
Especie: Bacillus larvae

Todas las pruebas biogquimicas coincidieron a
excepcifén de las de Tlaxcala gque presentaba su -~

galactosa negativa.
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VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

be acuerdo con los resultados obtenidos por
las técnicas de cultivo celular y per las inocu-
laciones de embriones de pollo realizados en es-
te estudio para lograr el crecimiento del virus
de la pardlisis de abejas, no se puedQ comprobar
su presencia en México. ¥a que como se ve en -
los cuadros de los resultados de cultivos celula
reg, no se present6 ningln dafo celular que indji

gue una infeccifn viral.

Y en los embriones no 8e encontrd ninguna -
de las caracteristicas citadas para la infeccitn
viral, por lo que se puede interpretar que no se
ge trata de una infeccisn viral, También se pu-
do ver que en los casos que se les aplicd a los
smbriones no se present8 ninguna caracteristica,
como tampoco en los inSculos hechos de lfquidos

a los cultiveos celulares.

AtGn cuando se extremaron las precauciones
de esterilidad y del uso del antibibtico se ob--

gservb la presencia de un gran nfimero de bacterias
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por lo que se cree que habia alguna bacteria re
sistente al antibi6tico utilizado, por lo gque -
se propone el uso de antibogramas, que en este

caso no se realizb.

Probablemente las técnicas utilizadas no =-
fueron las adecuadas y no se vid favorecido el

crecimiento del virus.

Puesto que la bibliografia no reporta una
metodelogfa mds adecuada y accesible para lograr
el crecimiento del virus de abejas, se procedid

a hacer una adaptacidn.

En las (ltimas consultas bibliogréficas se
supo que existe una manera para la identifica--
ci6n de la infeccifn en comparaci6n con la in--
feccibn bacteriana, que consiste en introducir
un hisopo en las celdas de las larvas, cuando -
se trata de una infeccifn bacteriana se extien-
de un hilo viscoso y en el caso de la infeccidn

viral no se presenta.

Por otro lado, al tomar la decisi6n de rea

lizar pruebas bacteriolfgicas se pudo llegar a
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determinar el tipo de bacterias en las abejas in
fectadas. Ya que en los estudios realizados no
se llega a la especie. Y por otro lado las prue
bas biogquimicas son mAs completas de las qgue se

han presentado en otros trabajos.

Agimismo, podrfa servir para seguir buscando
la presencia del virus y poder aclarar si se pre-—
senta o no esta enfermedad, ya gue el uso de nue-~
vas t&cnicas para el diagnéstico, tanto en culti-
vo celular como en otros tipos de pruebas, asf co
me un muestrec mis amplioc en otras regiones de -
nuestro pais podrian ser Gtiles para ver si esta
enfermedad causa grandes pérdidas tanto en la po-

blaeitn como en la produccifn de la miel.

Por el momento, con lo que se conoce y con -
lo que se realizé en este trabajo, no se puede de
cir que esta enfermedad este ausente, sin embargo,
se pudo observar que un gran ndmero de infecciones
son provocadas por bacterias que pertenecen a la -
clasificacifn encontrada para todo el grupo estudia

do.

AtGn falta mucho por conocer acerca de las in--
fecciones en las abejas y con qué frecuencia se pre~
sentan en nuestro pais, ya que mchas veces por temor a las -
autoridades sanitarias, los productores no reportan esta en-
fermedad.
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