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RESUMEN

Las abejas meliferas son susceptibles a una amplia variedad de enfermedades y amenazas
medioambientales. El objetivo principal de este estudio fue detectar aquellos agentes patégenos
relacionados con la pérdida de colonias de abejas meliferas en Espafia utilizando para ello técnicas
moleculares basadas en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para ello se realiz6 un estu-
dio nacional durante los afios 2006 y 2007. Los resultados obtenidos muestran una alta deteccién
de Varroa destructor (haplotipo Coreano) y Nosema ceranae, una relevante prevalencia Acarapis woodi
y una baja deteccién de Nosema apis, Ascosphaera apis, Paenibacillus larvae y Melissococcus plutonius.
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ABSTRACT

Honey bees are subject to a wide variety of diseases and environmental threats. The main aim
of this study was to detect those pathogens associated with honey bee losses in Spain, using the
molecular techniques based on polymerase chain reaction (PCR). This national study was conducted
during 2006 and 2007. The results show a high detection of Varroa destructor (Korean haplotype) y
Nosema ceranae, a relevant prevalence of Acarapis woodi and low detection of Nosema apis, Ascosphaera
apis, Paenibacillus larvae and Melissococcus plutonius.

Key words: honey bee, pathogen, honey bee losses.
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INTRODUCCION

Las buenas condiciones climadticas y orograficas de Espafia junto a una abundante
y variada flora melifera han favorecido su desarrollo, ya que sin hacer grandes inver-
siones se obtiene un producto final de calidad. Por esa razén, la apicultura siempre ha
sido considerada como una actividad complementaria que aumentaba la rentabilidad
de las explotaciones agrarias. Sin embargo, la importancia de la apicultura moderna
estd en aumento y los nuevos apicultores adoptan las innovaciones tecnolégicas que
van apareciendo, transformando las explotaciones tradicionales de tipo artesanal en
modernas explotaciones que industrializan la produccién.

En Espaiia, el censo de colmenas ha sufrido un crecimiento del 220% en los
dltimos 25 afios, al pasar de 1.102.000 colmenas en 1985 a 2.498.003 en 2011, lo que
supone actualmente el 26% del censo reconocido de la Unién Europea (1).

Este considerable aumento de la cabafia apicola espafiola ha sido mds pronuncia-
do a partir de la entrada en vigor del Reglamento CE 1221/97 (2) que establecia me-
didas destinadas a mejorar la produccién y comercializacién de la miel. La aplicacion
de este nuevo reglamento gener6 un incremento en la profesionalizacién del sector
y hoy en dia, el 22% de los apicultores espafioles son profesionales, lo que significa
que la apicultura representa para ellos la mdas importante o tinica fuente de ingresos.

En cuanto a las producciones que se obtienen de la colmena, Espafia es el primer
productor europeo de miel con mds de 32.336 toneladas (1) y la produccién de polen
supera las 1.000 toneladas. Ademds ha aumentado la gama de productos obtenidos
de la colmena y la jalea real, los propéleos e incluso los venenos de abeja (apitoxinas)
tienen cada vez mayor demanda en el mercado.

Pese a todo, la contribucién mds importante que las abejas meliferas hacen a la
agricultura es el servicio de polinizacién que proporcionan (3). Aunque no toda la
polinizacién dependiente de animales es proporcionada por las abejas meliferas, estos
insectos son los polinizadores mds importantes para la mayoria de los monocultivos
a nivel mundial (4).

No obstante, tanto las producciones apicolas como la polinizacién de cultivos
pueden verse afectadas por un deficiente estado sanitario de las colonias. Por esta razoén,
se hace indispensable establecer un control sanitario sobre las mismas, para colocar y
consolidar la apicultura dentro del sector productivo agrario que le corresponde.

Es importante recordar que las abejas meliferas son insectos sociales que no
pueden vivir como individuos aislados o de forma independiente. Por esta razon,
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en apicultura la unidad bdsica y funcional desde el punto de vista epidemiolégico y
productivo es la colmena, entendida como la colonia de abejas y el recipiente que las
contiene (5), y los conceptos de salud y de enfermedad, como en cualquier otro animal
de renta, estdn referidos a ella. La alteracion de la salud repercute directamente en
las producciones, disminuyendo su rentabilidad y en muchos casos convirtiendo a
las colonias afectadas en un riesgo sanitario para otras colmenas.

La colonia de abejas meliferas es susceptible a la accién de diversos agentes
noségenos, entendidos éstos como aquellos capaces de producir dafio o perjuicio en
el organismo de la abeja al no reconocerlos como propios, causandole deterioro de la
salud y consecuentemente, una disminucién de la produccién. Sin embargo para que
cualquier agente llegue a desarrollar un proceso patolégico, es necesario que concurran
una serie de factores que predispongan o condicionen a las colonias. Asimismo no
se puede hablar de enfermedad ante la sola deteccién de un agente noségeno, sino
que debe haber ademds una alteracién estructural o funcional que afecte de un modo
negativo al estado de bienestar.

La continua modificaciéon del medio ambiente por accién humana ha incre-
mentando la aparicién de agentes noségenos nuevos y el resurgimiento de otros ya
existentes que repercuten negativamente en la salud de la colonia, llegando a ocasio-
nar muchas veces una grave amenaza para la supervivencia de la misma. Ademds,
las técnicas tradicionales de diagndstico y control, basadas en la identificacién de
sintomas y alteraciones patolégicas reconocibles, no permiten deducir la verdadera
repercusion de algunas enfermedades.

Los principales agentes noségenos que afectan a las abejas meliferas y que re-
cientemente se han relacionado con el Sindrome de despoblamiento de las colmenas
o Colony Collopse Disorden (CCD) se pueden clasificar en agentes noségenos abidticos
o patdgenos de origen parasitario e infeccioso. Dentro del primer grupo destacan
los dcaros Varroa destructor y Acarapis woodi; y dentro de los de origen infeccioso, los
microsporidios Género Nosema, el hongo Ascosphaera apis, y las bacterias Paenibacillus
larvae y Melissococcus plutonius. Aunque en los tltimos afios los residuos de pesticidas
(agentes nos6genos abidticos) también se han relacionado con la pérdida de colonias
(6), principalmente la imidacloprida (Gaucho®) y el fipronil (Regent®), un estudio
reciente (7) descarta esta relacion en nuestro pais, al observar una baja prevalencia de
fipronil e incluso ausencia de imidacloprida durante los afios 2006 y 2007.

En la actualidad, los centros especializados en el estudio de las patologias api-
colas son insuficientes. Por ello, no se dispone de datos oficiales sobre prevalencias
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que permitan evaluar sus repercusiones reales ni el impacto sobre sus producciones
(miel, polen, cera, jalea real, etc.), en gran medida debido a la falta de sensibilidad y
reproducibilidad de las tradicionales técnicas diagnosticas propuestas por la Oficina
Internacional de Epizootias (8).

En este contexto nos planteamos la realizacién de un estudio epidemiolégico
que permitiese determinar la prevalencia real de los agentes patégenos involucrados
en el fenémeno.

MATERIAL Y METODOS

Estudio transversal: Prevalencia y distribucién de los agentes patégenos en
Espafia

Se preparé un estudio transversal y se programé una toma de muestras duran-
te las estaciones de primavera y otofio de los afios 2006 y 2007, dado que en estos
periodos se produce la mayor prevalencia de los principales agentes patégenos que
afectan a las colonias de abejas meliferas en Espafia.

El ntimero de muestras que se debian obtener para que los resultados fueran
significativos, se calcul6 en base a la informacién general del servicio de diagnéstico
del Centro Agrario de la Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha (CA), teniendo
en cuenta una prevalencia estimada de la pérdida de colonias del 40%, un error acep-
tado del 10%, un nivel de confianza del 95%, el censo de apicultores y su distribucién
por comunidad auténoma (1). Asimismo, la eleccién de la colmena centinela (unidad
epidemiolégica) fue de forma aleatoria y las muestras recogidas por colmena, por los
propios apicultores y /o veterinarios fueron: abejas adultas, cria, miel, polen y cera.

1.1. Varroa destructor

La deteccién de este dcaro se hizo por inspeccién visual de muestras abejas
adultas y de cria.

Determinacién haplotipo V. destructor: Hasta el momento, sélo dos de los seis
haplotipos de V. destructor han conseguido infestar y reproducirse en A. mellifera (9):
el coreano (K) y japonés/ thailandés (J), siendo el haplotipo K el mds prevalente (10).
Para determinar el haplotipo, se seleccionaron aleatoriamente un total de 570 hembras
de Varroa, se extrajeron los dcidos nucléicos de los dcaros mediante un método con
Chelex (11) modificado, y se realiz6 el método de PCR-RFLP descrito por Anderson y
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Fuchs (9). Brevemente consiste en amplificar un fragmento del gen COI de V. destructor
y someterlo a una digestién con las enzimas de restriccién Xhol y Sacl.

1.2. Acarapis woodi

Acarapis woodi es un dcaro del aparato respiratorio de las abejas adultas y la
técnica seleccionada para su deteccion en este estudio fue la propuesta por Garrido-
Bailén y col., (12) que consiste en una amplificacién de un fragmento del gen COI
de A. woodi mediante la técnica PCR y una posterior secuenciacién de los productos
amplificados.

1.3. Género Nosema

Para la determinacién de los dos microsporidios que afectan a A. mellifera, Nose-
ma apis y Nosema ceranae, se empled una PCR multiple que consigue detectar los dos
agentes patégenos en una séla reaccién (13).

1.4. Ascosphaera apis, Paenibacillus larvae y Melissococcus plutonius

Elhongo A. apis y las bacterias P. larvae y M. plutonius son los principales agentes
infecciosos que afectan al aparato digestivo de la cria de abeja melifera y para su de-
teccion se emple6 una PCR multiple (pendiente de publicacién) que permite detectar
los tres agentes en una tnica reaccién Los cebadores especificos para A. apis y M.
plutonius desarrollados por nuestro equipo junto con los disefiados por Govan y col.
(14), amplifican con éxito fragmentos de diferente tamario facilmente discriminables
en un gel de agarosa.

1.5. Clasificacion bioclimatica de Espana

Para el estudio de la posible relacién entre la presencia de agentes patégenos
y las caracteristicas bioclimadticas de Espafia, se utiliz6 la clasificacion de los pisos
bioclimédticos descritos por Rivas-Martinez (15) disponibles en la pagina web del
Ministerio de Agricultura, Alimentaciéon y Medio Ambiente. En la clasificacion y
mapas elaborados por dicho autor (disponibles en http:/ /www.magrama.gob.es/
es/) se consideran pisos bioclimdticos cada uno de los tipos o grupos de medios que
se suceden en una zonacién altitudinal y que en la practica se delimitan en funcién
de las biocenosis y factores climdticos cambiantes.
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1.6. Anélisis estadistico de los datos

Cada colmena muestreada se localiz6 geograficamente (coordenadas X e 'Y de-
claradas bien directamente por el apicultor o bien buscando en el SIGPAQ (http:/ /
sigpac.mapa.es/fega/visor/) el municipio en el que se declaraba que se encontraba
el colmenar. La distribucién de los patégenos se relacioné con la ubicacién del col-
menar y la informacién de los pisos climdticos arriba mencionados y se procesé con
el programa Geographical Information Systems, v. 9.0. La distribucién en los agentes
patégenos identificados y sus prevalencias se compararon mediante una prueba de
Chi? de Pearson (y?).

RESULTADOS

Estudio transversal: Prevalencia y distribucion de los patégenos en Espafia

2.1. Varroa destructor

Despusés de analizar 570 hembras de Varroa del afio 2006, se comprobé que todas
ellas pertenecian al haplotipo K, incluyendo muestras de las Islas Baleares y Canarias.

Prevalencia nacional: Se analizaron un total de 1954 abejas adultas y 1859 de
cria. La muestra se consider6 positiva siempre que las abejas adultas y/ o la cria pre-
sentaron dcaros de Varroa.

La prevalencia obtenida para V. destructor en el afio 2007 fue significativamente
superior a la del afio anterior (x*=7,98; p< 0.05, Tabla 1). Asimismo, teniendo en cuenta
la prevalencia estacional, se observa que la presencia de dicho dcaro fue significati-
vamente superior en otofio de los dos afios de estudio (prim/ot ‘06 x*=72,8; p< 0.05;
prim/ ot ‘07 %?=59,2; p< 0.05).

Tabla 1. Prevalencia de V. destructor en los afios 2006 y 2007

3 Prevalencia IC,,, Preval.enua IC,,,
Aiio A 1(%) Estacional
nuat {70 Inf Sup (%) Inf Sup
Primavera 32,8 29,1 36,5
2006 1094 43,7 40,7 46,7
Otoiio 58,7 54,1 63,3
Primavera 40,3 36,1 44,6
2007 860 50,1 46,7 53,5
Otoiio 65,5 60,2 70,7
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V. destructor se detect6 al menos una vez en todas la regiones incluidas en el
estudio, siendo la prevalencia significativamente superior en los pisos montano y
supramediterrdneo (Tabla 2), que corresponden a las regiones mds frias de Esparia,
donde los periodos de heladas son méds largos (10 meses al afio). Sin embargo, V.
destructor, también se detectd en un alto porcentaje en dreas mads calientes del pafs,
donde el clima tiende a ser mds seco que en las zonas septentrionales.

Tabla 2. Distribucién de V. destructor en los pisos
climéticos clasificados por Rivas Martinez (15)

Piso climatico n | positivos |Prevalencia (%) | %2 p x p
Mesomediterrdneo (H) | 338 115 34,0 - - - -
Termomediterraneo (I) | 173 60 34,7 0,0 | 0,9009* | 0,02 0,9009
Colino (D) 169 70 41,4 2,6 | 0,1080* | 1,65 | 0,1993**
Supramediterrdneo(G) | 263 121 46,0 8,7 | 0,0031* | 0,88 | 0,3487***
Montano (C) 228 137 60,1 37,8 | 0,0000* 10,1 | 0,0015****

* Prevalencia de V. destructor en cada piso climdtico comparado con el nivel mds bajo (Mesomedi-
terraneo, H).

** Prevalencia de V. destructor en el piso climético Colino (D) comparado con el Termomediterraneo (I).
*** Prevalencia de V. destructor en el piso climdtico Supramediterraneo (G) comparado con Colino (D).
**** Prevalencia de V. destructor en el piso climdtico Montano (C) comparado con Supramediterraneo
(G). Los datos en negrita representan diferencias significativas

2.2 Acarapis woodi

La presencia de A. woodi se detect6 en 274 muestras de un total de 1943 colmenas
muestreadas durante los afios 2006 (13%) y 2007 (15,5%), no encontrdndose diferen-
cias significativas entre los dos afios de muestreo (x*=2,31; p> 0.05). Al evaluar la
prevalencia estacional, se detecté que la prevalencia de otofio de cada afio (Tabla 3)
fue significativamente mds alta en comparacion la primavera del afio correspondiente
(prim/ ot 06 %*=5,86; p< 0.05; prim/ ot ‘07 %?<7,57; p< 0.05).

Tabla 3. Prevalencia de A. woodi en los afios 2006 y 2007

. IC Prevalencia IC
_ Prevalencia 95% . 9%
Aiio Anual (%) Estacional
nual (7o Inf | Sup (%) Inf Sup
Primavera 11,0 8,4 13,5
2006 1089 13,0 109 | 151 =
Otofo 15,9 12,5 194
Primavera 12,7 9,8 15,7
2007 854 15,5 129 | 17,9
Otono 19,8 15,3 24,2
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Al igual que sucedié con V. destructor, A. woodi se detecté al menos una vez en
todas la regiones incluidas en el estudio, siendo la prevalencia significativamente
superior en las regiones mds frias de Espafia (pisos montano y supramediterrdneo)
(Tabla 4), aunque también se detect6 en zonas mds calientes del pais.

Tabla 4. Distribucién de A. woodi en los pisos climdticos clasificados por Rivas Martinez (15)

Piso climatico n | positivos Prev(%/lbe)naa x2 P X P
Mesomediterraneo (H) | 338 27 8,0 - -
Termomediterraneo (I) 173 21 12,1 2,4 0,1253* - -
Colino (D) 169 22 13,0 3,3 0,0689* 0,06 0,8054**
Montano (C) 228 35 15,4 7,5 | 0,0062* - -
Supramediterrdneo(G) | 263 47 17,9 13,4 | 0,0003* | 0,58 0,4454***

* Prevalencia de A. woodi en cada piso climético comparado con el nivel més bajo (piso climatico H)
** Prevalencia de A. woodi en el piso climdtico D comparado con el piso climdtico I

*** Prevalencia de A. woodi en el piso climético G comparado con el piso climético C.

Los datos en negrita representan diferencias significativas

2.3. Género Nosema

La especie de microsporidios que mds frecuentemente infecté a las abejas meli-
feras en Espafia durante 2006-2007 fue N. ceranae (Tabla 5). Esta especie se encuentra
en mds del 40% de las colonias muestreadas en los dos afios estudiados, tanto en pri-
mavera como en otofo, y sin diferencias entre cualquiera de los periodos estudiados
(% p>0,05).

Tabla 5. Prevalencia de N. ceranae en los afios 2006 y 2007

_ Prevalencia ICys., Prevalgncia 1Cys.,
Aiio n Estacional
Anual (%) Inf Sup (%) Inf Sup
Primavera 46,4 42,4 50,4
2006 1084 44,9 41,9 47,9
Otono 42,5 37,9 47,2
Primavera 47,3 43 51,7
2007 854 45,8 42,3 49,2 =
Otofio 43,5 38,0 49,0
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Por el contrario, N. apis fue menos frecuente y nunca se encontré con una pre-
valencia superior al 15% (Tabla 6). Por otra parte, la prevalencia de esta especie en
la primavera de 2006 fue significativamente mayor que en la primavera de 2007 ()2
p<0,05), aunque fue similar en otofio de ambos afios (2 p> 0,05). La co-infeccién de
los microsporidios se observé también, pero siempre por debajo del 7% y con una
prevalencia similar en todas las estaciones de muestreo (2, p> 0,05).

Tabla 6. Prevalencia de N. apis en los afios 2006 y 2007

_ Prevalencia IC,, Prevallencm 1Cyss,
Aiio n Estacional
Anual (%) Inf | Sup (%) Inf | Sup
Primavera 14,6 11,8 | 17,5
2006 1084 12,8 10,8 | 14,8 —
Otofio 10,4 74 | 13,3
Primavera 8,2 57 | 10,6
2007 849 9,4 74 11,4
Otoiio 11,2 7,7 | 14,8

En relacién a la distribucién de Nosema spp. en Espafia (Tabla 7), N. ceranae fue
significativamente mds alta (x?, p< 0,05) en dreas mds calientes de Espaiia (en los pisos
mesomediterrdneo y termomediterraneo) que los cdlidos o mds frios.

Tabla 7. Distribucién de N. ceranae en los pisos climdticos clasificados por Rivas Martinez (15)

Piso i Prvalencia ) N
climético n | positivos (%) X P X P
Montano (C) 301 105 39,4 - -
Supramediterrdneo(G) | 454 171 37,7 0,60 0,4371* - -
Colino (D) 191 80 41,9 2,44 0,1181* 1,01 | 0,3156**
Mesomediterrdneo (H) | 492 274 55,7 32,40 0,0000* - -
Termomediterrdneo (I) | 256 145 56,6 139,81 | 0,0000* 0,06 | 0,839***

* Prevalencia de N. ceranae en cada piso climdtico comparado con el nivel mds bajo (piso Montano, C)
** Prevalencia de N. ceranae en el piso climédtico D comparado con el piso climético G

*** Prevalencia de N. ceranae en el piso climdtico I comparado con piso climdtico H

Los datos en negrita representan diferencias significativas

Por el contrario, N. apis parece seguir un gradiente decreciente de prevalencia y la
menor prevalencia se encontré en los pisos bioclimadticos colino y termomediterraneo
que se corresponden con zonas con menor ntimero de meses con heladas (alrededor
de 3 meses por afio) (Tabla 8).
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Tabla 8. Distribucién de N. apis en los pisos climdticos clasificados por Rivas Martinez (15)

Piso climatico n | positivos | Prevalencia (%) | 2 P x> P
Colino (D) 191 6 3,14 - -

Termomediterrdneo (I) | 256 16 6,25 2,26 | 0,1328* - -
Mesomediterrdneo (H) | 492 48 9,76 8,27 | 0,0040*

Montano (C) 301 47 15,61 18,91 | 0,0001* - -
Supramediterrdneo(G) | 454 79 17,40 23,89 | 0,0000* | 0,42 | 0,5192**

* Prevalencia de N. apis en cada piso climético comparado con el nivel mds bajo (piso climético D)
** Prevalencia de N. apis en el piso climdticoG comparado con el piso climético C
Los datos en negrita representan diferencias significativas

2.4. Ascosphaera apis, Paenibacillus larvae y Melissococcus plutonius

La prevalencia de los agentes infecciosos de la cria en las abejas meliferas se
detecté en un bajo porcentaje durante los afios del estudio.

Tabla 9. Prevalencia de A. apis en los afios 2006 y 2007

3 Prevalencia IC,,, Prevalgnaa IC,,,
Aiio n Estacional
Anual (%) Inf | Sup (%) Inf Sup
Primavera 4,8 3,0 6,6
2006 918 44 2,9 5,7
Otofio 3,7 1,5 5,8
Primavera 1,8 0,5 3,1
2007 761 2,0 0,9 3,0
Otofo 2,3 0,3 4,3

La prevalencia de A. apis en el afio 2007 se redujo significativamente al compararla
con la del afio anterior (?=7,48; p< 0.05) ya que los dos muestreos del 2006 resultaron
de mayor prevalencia que los del afio 2007 (prim’06/ prim’07 *<7,3; p< 0.05; ot'06/
ot’'07 %*=0,9; p=0.05). Sin embargo, en ninguno de los dos afios se encuentra diferencia
entre los muestreos de primavera y otofio (prim/ot ‘06 %><0,6; p= 0.05; prim/ot ‘07
%*=0,2; p= 0.05) (Tabla 9).

Asimismo, la presencia de A. apis fue mds frecuente en las dreas mads calientes
(pisos meso- y termomediterrdneo) tal como se observa en la Tabla 10.
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Tabla 10. Distribucién de A. apis en los pisos climéticos clasificados por Rivas Martinez (15)

Piso climatico n | positivos | Prevalencia (%) | %> p x2 p
Supramediterrdneo (G) | 263 3 1,1 - -

Montano (C) 228 5 2,2 0,7 0,4129*

Colino (D) 169 6 3,6 1,2 0,2804*
Mesomediterrdneo (H) | 338 17 5,0 42 | 0,0228* - -
Termomediterraneo (I) | 173 12 6,9 7,0 0,0081* | 0,69 | 0,6042**

* Prevalencia de A. apis en cada piso climatico comparado con el nivel més bajo (piso climético G)
** Prevalencia de A. apis en el piso climdtico I comparado con el piso climatico H
Los datos en negrita representan diferencias significativas

Por otro lado, la prevalencia de P. larvae en el afio 2007 fue estadisticamente
superior a la de 2006 (x*=7,92; p< 0.05) (Tabla 11). El muestreo de primavera de ese
afio resulté de mayor prevalencia que el del 2006 (prim’06/ prim 07 %?=6,3; p<0.05)
mientras que los dos muestreos de otofio resultaron similares (ot'06/0t07 %*<1,7;
p=0.05). Y al igual que sucedia con A. apis, en ninguno de los dos afios se encuentra
diferencia entre los muestreos de primavera y otofio (prim/ot 2006 x?=0,00; p= 0.05;
prim/ ot 2007 %?=0,4; p= 0.05).

Tabla 11. Prevalencia de P. larvae en los afios 2006 y 2007

. IC,., Prevalencia IC,,
_ Prevalencia 5% . 5%
Aiio n Anual (%) Estacional
ntual (7o Inf | Sup (%) Inf | Sup
Primavera 1,6 0,5 2,6
2006 918 1,5 0,7 2,3
Otofo 1,5 0,5 3,6
Primavera 4,2 2,3 6,0
2007 761 3,7 2,3 5,1
Otofo 3,2 0,8 55

A pesar de que el porcentaje de P. larvae detectado en nuestro pais fue bajo, es
estadisticamente mds prevalente en el piso climdtico colino (Tabla 12).
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Tabla 12. Distribucién de P. larvae en los pisos climéticos clasificados por Rivas Martinez (15)

Piso climatico n positivos | Prevalencia (%) x2 p 2 p
(S(l}l)pramediterréneo 263 3 11

?{[{e)somediterréneo 338 4 12 0,0 0,8419*

Montano (C) 228 3 1,3 0,1 0,7473*
;l;e)rmomediterréneo 173 5 29 0,5 0,4619*

Colino (D) 169 1 6,5 5,9 0,0152*

* Prevalencia de P. larvae en cada piso climdtico comparado con el nivel mds bajo (piso climdtico G)
Los datos en negrita representan diferencias significativas

En relacién a la prevalencia de M. plutonius, se situ6 en todos los muestreos
por debajo del 1%, siendo similares en los dos muestreos del afio 2006 (prim/ot ‘06
%*=0,2; p= 0.05) y en los del afio 2007 (prim/ot ‘07 x*=0,5; p= 0.05). Lo mismo sucede
al comparar las prevalencias de las primaveras y los otofios de ambos (prim’06/
prim’07 %*=0,7; p= 0.05; ot’06 /ot’07 %?>=0,8; p=0.05). Y en cuanto a su distribucién en
funcién de las zonas climdticas en las que estd dividida Espafia, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas.

DISCUSION

La sanidad de las abejas meliferas se ha convertido en un tema de actualidad
apareciendo en los medios de comunicacién desde los primeros afios del siglo XXI
y atrayendo mucha atencién tanto desde comunidades cientificas como del ptblico
en general, debido a las importantes pérdidas de colonias de abejas denunciadas en
la practica totalidad del planeta. El interés despertado por estos peculiares insectos
se debe al importante papel que juegan tanto en la polinizacién y equilibrio de los
ecosistemas, como en la produccién de productos tinicos como la miel o la jalea real.
Aunque hay quien ha sugerido que la humanidad no sobreviviria durante mucho
tiempo una vez que las abejas desaparecieran, ese extremo no tiene una base cien-
tifica sélida ya que la produccién de alimentos no es totalmente dependiente de la
polinizacién apicola (insectos, pdjaros, murciélagos) (16).

No obstante, las abejas son susceptibles a una amplia variedad de enfermedades
y amenazas medioambientales, algunas de las cuales han aumentado significativa-
mente en los tltimos 5 a 10 afios (16), y por ello se planteé un estudio epidemiolégico
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cuyo objetivo principal era identificar aquellos agentes patégenos relacionados con
las pérdidas de colonias de abejas meliferas en Espafia.

Tradicionalmente el diagndstico de los agentes patégenos de las abejas meliferas
recomendados por la OIE (8) se ha limitado al examen macroscépico (V. destructor), a
la diseccién de la abeja (A. woodi), a la observacién microscépica de esporas (N. apis
y N. ceranae) o al cultivo microbioldgico del agente infeccioso (A. apis, P. larvae y M.
plutonius). Estas tareas, ademads de tediosas, consumen mucho tiempo ya que exigen el
examen individual de un gran nimero de abejas y /o larvas y su resultado depende en
gran medida de la habilidad y formacién del operador. Con las técnicas moleculares
utilizadas en este trabajo, se pueden detectar los agentes patégenos atin cuando la
enfermedad no se ha manifestado. Esto las convierte en una poderosa herramienta
ala hora de adoptar medidas profildcticas ya que estas enfermedades son a menudo
perjudiciales no sélo para aquellas colonias que las padecen sino también para las
colonias vecinas que se pueden infectar rdpidamente.

Este es el primer estudio que se realiza en Espafia con un niimero tan elevado de
muestras, con el fin de evaluar la presencia de los principales agentes patégenos que
afectan a la cabafia apicola y aporta los primeros datos fiables sobre la prevalencia
real de los mismos. Con este objetvio se realiz6 un estudio a nivel nacional durante
los afios 2006 y 2007 en el que se muestred un ntimero significativo de explotaciones
apicolas de nuestro pafs.

En cuanto a los agentes patégenos analizados, cabe destacar la alta deteccién de
V. destructor en colonias de abejas meliferas en todas las zonas geograficas espafiolas
durante los afios de muestreo. La importancia de este pardsito radica en que afecta a
todas las fases de desarrollo de las abejas siendo actualmente la varroosis una enfer-
medad de comunicacién semestral a la UE (17).

La escasez de estudios a nivel nacional en igualdad de condiciones a las nues-
tras (nimero de muestras, métodos de deteccién, condiciones climatoldgicas, etc.),
no permite hacer comparaciones en términos absolutos de nuestros datos con los de
otros paises, sin embargo algunas investigaciones realizadas en diferentes partes del
mundo (18,19), coinciden con el alto grado de parasitacién de las abejas meliferas por
V. destructor. Las altas prevalencias detectadas en Jordania (100%, 19) y Turquia (90%,
18), responden mds a que la varroosis es una enfermedad endémica en esas zonas, que
alaepidemia de un pardsito altamente contagioso como se sugirié anteriormente (20).

Asimismo, el andlisis de los datos obtenidos sugiere un incremento a corto plazo
en la prevalencia de V. destructor en Espafia durante el periodo en estudio, siendo mds
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alta durante las estaciones de otofio (> 58%). Este hecho posiblemente sea debido a
que en otofio los apicultores realizan los tratamientos acaricidas contra este pardsito,
lo que puede indicar que o bien la muestra fue tomada antes del tratamiento o bien
hubo fallos en el control del dcaro lo que implicaria la necesidad de realizar otro
tratamiento la primavera siguiente.

Por otro lado, éste también es el primer trabajo fuera de Asia (21, en China; 10 en
Java e Indonesia), en el que se hace un estudio del haplotipo de Varroa con un nimero
significativo de muestras. Se comprobé que todas las muestras de Varroa analizadas,
pertenecieron al haplotipo K (mds patégeno y virulento) incluyendo muestras de las
Islas Baleares y Canarias, lo que confirma la expansién mundial del haplotipo coreano
sugerida anteriormente (10).

Varroa destructor parece ser un factor crucial de las pérdidas periddicas de colonias
de abejas e incluso, algunos autores lo han relacionado con los recientes problemas de
despoblamiento de colmenas a través de los EE. UU. y varios paises europeos (3, 22).
Nguyen y col. (23) apoyan esta conexién ya que después de estudiar casos recientes
de pérdidas de colonias y encontrar acaricidas prohibidos o inefectivos contra V.
destructor, concluyeron que los tratamientos usados comtnmente por los apicultores
a menudo son inadecuados para el control del dcaro.

Otro de los patégenos detectados que se ha asociado a altos niveles de mortalidad
de abejas y consiguientes pérdidas econémicas es Acarapis woodi. Desde su deteccion
en 1919 en la Isla de Wight (Gran Bretafia) y posterior difusién a Europa, ha alcan-
zado una distribucién mundial (24), causando otra de las enfermedades reguladas
por la UE, la acarapisosis (17). Durante la tiltima década, los problemas ocasionados
por A. woodi han sido précticamente inexistentes, o al menos no se han declarado o
se han subestimado a pesar de la escasez de estudios sobre su incidencia real en la
apicultura europea.

Nuestros resultados muestran una prevalencia relevante de A. woodi en colonias
de abejas meliferas en todas las dreas geogréficas espafiolas, incluyendo aquellas regio-
nes con unas condiciones climatolégica y teéricamente no tan 6ptimas para el desarro-
llo de A. woodi. Estos datos son muy diferentes a los obtenidos en estudios anteriores
donde la falta de deteccién de A. woodi (18) y la baja prevalenci observada (2,7%, 19),
son probablemente debidos a la utilizacién de una metodologia (observacién directa
del parasito bajo microscopio) con menor fiabilidad que la técnica molecular empleada
en este trabajo. Por otro lado, Bacandritsos y Saitanis (25) sugieren una disminucién
alargo plazo en la incidencia de A. woodi en Grecia durante el periodo de 1986 a 1995
con una prevalencia mds alta durante el otofio y menor durante los periodos secos y
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calurosos (verano), descrita previamente (26), y sugiere ademds, que la acarapisosis
se autocuré en condiciones experimentales. En nuestro estudio, mds restrictivo en
duracién (2 afios vs 9 afios), no se aprecian estas claras diferencias estacionales pese
a que A. woodi fue ligeramente mds prevalente durante el otofio debido quizds, a la
coincidencia con la época reproductiva del dcaro (27).

A pesar de que los brotes clinicos de acarapisosis no son frecuentes en ninguna
de las dreas de nuestro pais segtin los datos obtenidos en nuestro estudio, la deteccién
de dcaros es una prueba de que estdn todavia presentes pero aparentemente no se
detectan por los métodos de diagndstico cldsicos. En este sentido, la financiacién del
Programa Nacional Apicola, entre cuyos objetivos estd el control de la varroosis, puede
haber favorecido indirectamente el control de la acarapisosis, debido a la aplicacién
regular de acaricidas de las colonias de abejas.

Si se compara el papel de Acarapis con los efectos bien conocidos de otros fac-
tores como Varroa o Nosema, es obvio que actualmente se ha descuidado el estudio
de Acarapis y aunque los resultados obtenidos en este trabajo aumentan el conoci-
miento de este pardsito y puede ayudar a un mejor entendimiento de la interaccién
entre patégenos, se requieren mds estudios para aclarar el papel real de A. woodi en
la pérdida de colmenas.

Debido a las repercusiones sanitarias y econémicas que las nosemosis tienen
en la cabafia apicola, se hace imprescindible un diagnéstico diferencial entre los
agentes patdgenos, N. apis y N. ceranae, responsables de nosemosis tipo Ay tipo C
respectivamente (28).

Cuando se estudi6 la infeccion por Nosema spp. a escala nacional, la prevalencia
media obtenida para N. ceranae en primavera y otofio en el periodo de dos afios que
durd el muestreo estuvo alrededor del 45% (solo o en co-infeccién), mostrando una
amplia dispersién y mayor proporcién que N. apis. Esta alta prevalencia de N. ceranae
es un hecho frecuente en todo el mundo (3, 29, 30). Por el contrario, la deteccién de N.
apis fue menor, presentdndose alrededor del 15% de todas la muestras analizadas tal
como se habia descrito anteriormente (31, 32). Estos datos podrian apoyar la hipétesis
de que la colonizacién de A. mellifera debido a la distribucion de N. ceranae puede
ser responsable de un aumento en la deteccién de las nosemosis en nuestro pais (33),
aunque esta situacién no es universal y estudios realizados en Alemania (34) indican
que N. apis es mds prevalente que N. ceranae.

La diferencia en las prevalencias declaradas para ambos microsporidios en los
distintos paises es relevante. Mientras que en algunos la prevalencia de N. ceranae es
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considerada muy alta (3, 29, 30, 35, 36), siendo en ocasiones identificada como la tinica o
mayoritaria infecciéon de A. mellifera; en otros paises, la presencia de este microsporidio
parece ser mucho mds baja (34, 37, 38). Esto podria ser debido a la reciente introduc-
cién de N. ceranae en el pais en algtin caso (36), a las diferentes condiciones climadticas
(34, 37) o al manejo de las abejas, asi como a las diferencias en la patogenicidad del
haplotipo (39), el tipo de abejas muestreadas o a otros factores todavia desconocidos.

Asimismo, las significativas diferencias encontradas en este estudio en la distribu-
cién para ambas especies de Nosema, muestran que tienen preferencias distintas por las
condiciones climédticas. En este sentido, N. ceranae parece tener predileccién por areas
mas calientes y N. apis parece preferir zonas con temperaturas mds suaves o frias. Los
factores que podrian explicar estas diferencias pueden estar relacionadas no s6lo con
la climatologfa (temperatura y humedad) de los afios 2006 y 2007, (extremadamente
calurosos y secos, http:/ /www.aemet.es) o altitud, que tiene un efecto directo en la
flora de cada region, si no también con las précticas apicolas (como la trashumancia
o los diferentes tipos de colmena usados en Esparia: Layens o Perfeccién), linajes de
A. mellifera en la Peninsula Ibérica (N. apis fue mds prevalente en el linaje M que en el
linaje A en 2006, no encontrdndose estas diferencias en la prevalencia de N. ceranae,
40) o incluso una mezcla de todos estos factores.

Esta diferencia en la prevalencia de ambos microsporidios ha llevado a pensar
que N. ceranae estd desplazando a N. apis (30, 37, 41, 42, 43). Sin embargo, nuestros
datos sugieren que la situaciéon de N. apis en Espafia es endémica con una prevalen-
cia esperable (31, 32) dadas las condiciones climatoldgicas y ambientales de nuestro
pais, mientras que N. ceranae responde mds a una situacién epidémica cuya preva-
lencia ha incrementado rdpidamente en un breve periodo de tiempo (seis afios) por
la patogenicidad y alta capacidad de difusién del pardsito. Esto es probablemente
debido al salto a un nuevo hospedador, A. mellifera, desde su hospedador inicial A.
cerana, en el que la prevalencia no es superior al 5% (44). Un precedente en el mundo
de la apicultura fue el caso de V. destructor, originalmente asociado con A. cerana que
consigui6 parasitar una nueva especie, A. mellifera y distribuirse mundialmente para
llegar a ser una de las mayores amenazas para la apicultura (45). No obstante, deben
realizarse otros estudios que incluyan regiones mds amplias del mundo que confirmen
este patrén diferente de la distribucién de Nosema spp.

Los resultados obtenidos en el estudio nacional para la detecciéon de los principa-
les agentes patdgenos de origen infeccioso de la cria de abeja: P. larvae, M. plutonius 'y
A. apis, indican una baja prevalencia para los agentes patégenos de origen infeccioso
que afectan a la cria de las abejas. En el caso de A. apis no super6 en ningtin muestreo
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el 5%, en el de P. larvae se mantuvo siempre por debajo del 3% y en el caso de M.
plutonius, la prevalencia no alcanzé en ningtin momento el 1%.

La baja prevalencia de A. apis a lo largo de los dos afios del estudio, significati-
vamente menor en 2007 (2%) que en 2006 (4,4%), contrasta con la detectada en otros
paises como Japoén (24,1%, 38), en el verano de 2009. Asimismo, es sorprendente el
hecho de que se haya detectado una mayor prevalencia en laz zonas mds calidas de
Esparia (pisos climdticos meso- y termomediterrdneos) cuyas caracteristicas clim4ti-
cas no beneficiaria en principio el crecimiento del hongo. El desarrollo de A. apis se
ve favorecido por la alta humedad combinada con temperaturas ligeramente frias
(46, 47) e incluso se ha demostrado que el calentamiento artificial de la colmena en
primavera, disminuia la incidencia de la enfermedad (48).

Ademas de las condiciones medioambientales, otros factores como diferencias
en las cepas flingicas y los factores genéticos de las abejas pueden afectar la inciden-
cia y severidad de la enfermedad (49) y justificar la baja prevalencia encontrada en
nuestro pais.

Por otro lado, P. larvae es considerada una gran amenaza para las abejas meliferas
por el significativo descenso que ocasiona en el nimero de colonias afectadas (16). A
pesar de que la patologia provocada por esta bacteria avanza de forma progresiva en
las colmenas afectadas, pudiendo aparecer en cualquier época del afio y llegando a
destruir las colonias de abejas infectadas en pocos meses o afios (16, 50), los resultados
obtenidos en este estudio indican un bajo porcentaje de P. larvae en Espafia durante
los afios de estudio siendo estadisticamente superior en el piso climatico Colino ca-
racterizado por temperaturas suaves en invierno.

La detecciéon de M. plutonius se limita a casos puntuales. Diversos estudios rea-
lizados en otros paises europeos como Suiza (51, 52) y Gran Bretafia (53, 54) en los
que se utilizaron técnicas de diagnéstico molecular, confirman que la loque europea
es endémica en estas regiones, situacién que dista bastante de la detectada en Espafia
durante 2006 y 2007.

No obstante, el global de los datos obtenidos en relacion a los patégenos de ori-
gen infeccioso de la cria responde mds bien a la aparicién de estas patologias como
algo puntual y secundario a patégenos mds prevalentes. La existencia de muestras
que presentan diferentes patdgenos a la vez (V. destructor y N. ceranae) apoyarian esta
hipétesis, situando a estos agentes como causantes de la debilidad e inmunosupresion
de la colonia (55) que podria ser aprovechada por este tipo de agentes infecciosos.
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El fenémeno mundial de la pérdida de colonias de abejas estd probablemente
provocado por diferentes causas que producen sintomas similares a través de acciones
sinérgicas entre diferentes agentes. Y si bien una de las causas sugeridas y que se ha
estudiado en profundidad es la posible accién de ciertos pesticidas para las abejas,
especialmente la imidacloprida o el fipronil, los cuales son frecuentemente usados
para tratar semillas de maiz y girasol (23, 56), el estudio llevado a cabo en Espafia
por Bernal y col. (7) en los mismos afios que el que aqui se presenta indica que los
acaricidas aplicados en los tratamientos para varroosis son los compuestos mds fre-
cuentemente detectados, destacando entre ellos el fluvalinato (principio activo del
Apistan®) y el clorfenvinfés (principio activo del Supona®), y observando una baja
prevalencia de fipronil e incluso ausencia de imidacloprida.

Como se ha comentado anteriormente, V. destructor es uno de los patégenos
mds importantes de las abejas (10) y la supervivencia de las colmenas infestadas por
este dcaro depende de la intervencién de los apicultores, porque una colonia en la
que no se controla esta parasitosis, puede sucumbir a la accién del dcaro después de
sostener la infestacion durante varios afios (57). Asi, la varroosis es sistematicamente
tratada en todo el mundo con acaricidas sintéticos, tales como el fluvalinato (Apis-
tan®), flumetrina (Bayvarol®) amitraz (Apivar®), cumafés (Perizin®, Checkmite+®),
acrinatrina y clorfenvinfés (Supona®).

A la vista de los resultados, es imposible identificar un tinico factor que por si
solo de cuenta de las pérdidas de colonias en todas las regiones del mundo durante un
periodo de tiempo determinado. Estd claro que varios factores biolégicos y medioam-
bientales acttian solos o en combinacién dando el potencial para causar mortalidad
prematura de colonias al afectar adversamente a la salud de las abejas y a su vida
media. Las razones dadas para explicar este fendmeno, incluyen el uso de pesticidas
(6), nuevas enfermedades (3, 16, 58, 59), estrés, manejo apicola y una combinacién de
todos esos factores. Asimismo el cambio climdtico también repercute en la muerte de
las colonias ya que contribuye al desequilibrio entre las abejas, la flora circundante y
los patégenos (60). Las causas que provocan el fendmeno mundial de las pérdidas de
colonias producen en muchas ocasiones signos clinicos similares. Los rasgos tipicos
de debilidad, despoblacién o muerte son los mismos entre diferentes agentes paté-
genos y las técnicas cldsicas de diagndstico no permiten obtener datos concluyentes.

Actualmente se considera a N. ceranae un importante patégeno debido a su alta
prevalencia en la dltima década (33, 42) ademds de ser el agente etiolégico de la en-
fermedad emergente de A. mellifera, Nosemosis tipo C (28, 61). Los datos obtenidos
en este estudio permiten afirmar que N. ceranae es un patégeno que actta a corto
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plazo en los individuos de la colonia (41, 43, 62) y a largo plazo para el conjunto de
la colonia (58, 63). La alta prevalencia detectada lo sitda en un primer plano dentro
de las posibles causas de pérdidas de colonias de las abejas. Asimismo, V. destructor,
causante de una de las plagas mejor conocidas de A. mellifera, puede causar pérdidas
similares y actuar como un agente re-emergente si no se controla adecuadamente. Una
combinaciéon de ambos agentes patégenos, asociados a otros de menor importancia
como N. apis y A. woodi, podrian aprovechar la deficiencia inmunitaria provocada
por los primeros (55) e incrementar la probabilidad de muerte de colonias infecta-
das sin que los pesticidas ejerzan un efecto significativo ya que los bajos niveles de
residuos detectados en polen (7), sugiere que aquellos productos u otros agrotéxicos
comunmente usados en Espafia no estdn directamente relacionados con el problema
generalizado de las pérdidas de colonias de abejas.

En definitiva, ya que los humanos somos los responsables de las continuas modi-
ficaciones ambientales a las que se ven sometidas las abejas, también nosotros tenemos
la obligacién moral de tomar medidas de conservacion para proteger y prevenir las
pérdidas de estos insectos tan especiales. Para entender los factores que contribuyen a
la desaparicion de las abejas, serd necesario realizar mds investigaciones orientadas al
estudio de las causas de mortalidad asi como establecer nuevos programas regionales
y nacionales que limiten la difusién de las enfermedades apicolas.
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