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> Las abejas meliferas ademas de producir miel, son esenciales para la
polinizacion de cultivos

> Las tres cuartas partes de los cultivos mundiales, cuyo valor se estima en
160 billones de dolares, requieren polinizacion entomofila > Abeja:
principal polinizador.

> Abejas: susceptibles a enfermedades, parasitos y predadores

Bacterias
Hongos _ agentes causales de enfermedades
Virus

Microsporidios

> Enfermedades bacterianas: Loque americana =) Paenibacillus larvae
(Larvas) Loque europea > Melissococcus plutonius
Septicemias| Serratia marcescens - Hafnia alvei
(Adultas) | Spiroplasma melliferum - Ps. aeruginosa




Loque americana -AFB-

> Es la enfermedad mds grave y peligrosa que afecta a las larvas de las
abejas.

> Agente causal: Paenibacillus larvae-bacteria esporulada Gram (+)

> Es muy contagiosa, puede matar a una colmena y diseminarse a otras
rdpidamente.

> No existen brotes estacionales - Se manifiesta si hay cria.

> Esporas bacterianas viables por largos periodos y resistentes a
condiciones adversas.

> Figura en la lista de enfermedades de la OMSA (WOAH-World
organization for animal health).

> Tiene difusion mundial en todos los paises productores de miel.
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Loque americana: Aislamientos a partir de panales con
sinfomas







Aislamiento de esporas viables de restos larvales
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Aislamiento de esporas viables a partir de miel
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~ Aislamiento de Paenibacillus larvae en medios semi-selectivos




Tincion de Gram
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Nitrato-reductasa Hidrolisis de caseina

A y B: Caseinasa (+)

Positivo  Negativo C: Caseinasa (-)

Catalasa

Citocromo-oxidasa



Amplificacion especifica del gen 16 S rDNA primers
PI1/PI2




VITA Diag

Image courtesy of Vita Gallery. Vita-Europe Ltd

Image courtesy of Vita Gallery, Vita-Europe Ltd.

4 Image courtesy of Vita Gallery, Vita-Europe Ltd.



Loque Americana: Patogenesis
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Las formas vegetativas proliferan en el lumen del intestino larval







From: Djukic M. et al., 2014 .
PLoS ONE 9(3): €90914.d0i:10.1371/
journal.pone.0090914

Ingestionof spores
via larvalfood
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Colony Larval death
. (ERIC I LT100 - 12 days)
collapses (ERIC II LT100 - 7 days)

Spores germinate in
the midgut

xljew oiydonuad

Sporulation occurs during

the whole infection process

Bacteria spread all over larval
body

Vegetative cells
proliferate in the midgut
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P. larvae invades the haemocoel by
breaching the peritrophic matrix and the
epithelial barrier




genotype ERIC Il

P. larvae,
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P. larvae,
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1. Lumen intestinal

2. Membrana peritréfica g P85S o
3. Células del epitelio intestinal Cole 1o ] @ ool

4. Hemocelo ®

Factores de virulencia: ¢ ° "% ey

# Triangulos rojos: quitinasas
PICPB49 ERICI vy II

# Rectangulos naranjas: metabolitos
secundarios bacterianos ERIC I y IT

# Circulos rojos y azules: Toxinas
PIx1 y PIx2 ERICI

# Proteina S-layer ERIC II

# Antibiotico paenibalicina ERIC IT
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ERIC




Recientemente:
ERICV










Perfiles plasmidicos en cepas de Paenibacillus larvae
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- PRODUCTIVITY

HUMAN  HONEY BEE

HEALTH HEALTH ENVIRONMENTAL

(HH) (HBH) PROTECTION
(EP)
E.g. Biosecurity
Measures in
Beekeeping (BMBs)

E.g. Food Safety
(HACCP)

GOOD BEEKEEPING PRACTICES (GBPs)




Intervention Toxicity

A

MECHANICAL NIt

Synthetic Compounds

+ Antagonistas
CHEMICAL Natural Compounds + Bacteriéfagos

Kill by

\ Prevent  Avoid drifting, robbing, equipment
ﬂ-.*l_ '“ITP \i “ Spread shanng Disinfect tools and hands.




Daland Animal Health Inc. Vacuna para abejas contra loque americana

Basada en el principio de inmunidad adquirida por la reina.

6. The developing larvae
{now vaccinated) are
resistant to AFB
infections as they hatch.

5. The vaccine is transferred to the

ovaries and passed to the
developing eggs.

1. AFB Vaccine is placed into

the sugar feed. \
N/

2. Worker bees consume the
vaccine with the sugar feed, itis
digested, and transferred to the
glands that produce Royal Jelly.

)

3. The worker bees feed the
Royal Jelly containing the

AFB vaccine to the Queen bee.

/

4. The Queen digests the Royal Jelly and stores
vaccine particles in her fat body.




Otras alternativas de control de la
enfermedad ecoldgicamente limpias

» Empleo de bacteriéfagos

» Empleo de bacterias antagdnicas o sus
metabolitos bioactivos



Que son los bacteriofagos ?

> Los bacteriofagos son virus que solo infectan y se
replican en bacterias.

> Los fagos aprovechan la maquinaria de las bacterias
para dirigirla a la sintesis de nuevos fagos capaces de
inducir la lisis bacteriana y liberar nuevos fagos al
ambiente.

> Poseen una extrema especificidad infectando sédla a la
bacteria “"blanco” y sin afectar otras bacterias ni
organismos eucarioticos.

> No son toxicos para los insectos ni para las plantas ni para
los animales ni para los humanos.
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. L bacteriophages
adsorption A (enlarged X10 compared to bacteria)

2

injection

lytic pathway lysogenic pathway

synthesis of copies
of genetic support and of
proteins of bacteriophage

O \A assembly of new

infection bacteriophages

bacteriophages
(real scale compared to bacieria




Fagoterapia
Es el empleo terapeltico de los bacteriofagos para
el control de enfermedades bacterianas




Aislamiento de bacteriofagos de larvas con sintomas de
loque americana

1-59

Incubacion 3 . PBS

37°C
24 h [100 rpm

) 2

&

Centrifugacion

!

Filtracion
0.45 Um

Spot test para verificar presencia de
bacteriofagos liticos en la muestra




Preparacion de stocks
de fagos concentrados




Conteo de unidades formadoras de placas (UFP) por ml

Se preparan diluciones de los stocks de alto titulo y se calcula el nimero de fagos por ml UFP/mi

Phage Sweden Phage PBL1c (USA)



. PBL1 phage (USA)
. Phage 38 (Argentina)

. Phage Bavio (Argentina)

. Phage Arkansas (USA)
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Phage Sweden (Sw)

Phage Ohio (USA) | L Ul
fagos aislados en nues’rro

Phage Chascomus (A)

. Phage Lobos (A) laboratorio frente a bb
. Phage Modena (Italy)

cepas de P. larvae



Journal of Invertebrate Pathology

. : : o
Volume 150, November 2017, Pages 94-100 - . . Phages grown and AFB-infected hives »
concentrated for B fully recover within <@
hive treatment , , 2 weeks

Bacteriophages as an alternative to
conventional antibiotic use for the

P, larvaephages isolated

prevention or treatment of Paenibacillus fom AEEEE

larvae in honeybee hives bl

AFB-infected hives

T. Scott Brady, Bryan D. Merrill, Jared A. Hilton, Ashley M. Payne, Michael B. Stephenson,

Sandra Hope 2 &

Show more

https:(/doi.org/10.1016/ip.2017.09.010 Get rights and content

Under a Creative Commons license
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Average infection severity
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Average bee death over time in control and P. Phage Treatment Mock Treatment Before Treatment 2 weeks post-phage treatment

larvae phage - overdose beehives . No statistical AFB Hitchcock score at Week 4 Infected Hives

difference (P=0.639) was observed. A) AFB Infected hives immediately treated with phages
B) AFB infected hives treated after clinical signs observed




Biocontrol de Paenibacillus
larvae mediante bacterias
antagonicas y sus metabolitos
activos



Patrones de inhibicion probando compuestos difusibles frente a P. larvae ERIC I

A) Control

B) B. pumilus mv81
| R:4

C) B. megaterium
m435 R:3

| D) Br. laterosporus
| BLAT169 R:2

E) B. cereus m395
R:1

F) B. cereus mv33
R:0




Patrones de inhibicion por co-inoculacion probando metabolitos volatiles frente a
P. larvae ERIC I

A) Control: agua
B) B. pumilus m116
A

C) B. subtilis m334
R:3

D) B. pumilus m363
R:2

E) B. megaterium
m435 R:1

F) Br. laterosporus
BLAT 170. R:0




Spot tests empleando lipopéptidos purificados frente a P. larvae




Deteccidn por PCR de que codifican para la sintesis
de péptidos antimicrobianos

bmyB

Bacillomycin Bacilysin Fengycin  Ilturin Surfactin



Muchas gracias




