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C O N T E N I D O

P a g .
I . R E C O L E C C I O N D E M U E S T R A S

M U E S T R A S D E C R I A

M é t o d o 1

M é t o d o 2

M é t o d o 3

C o m o c o l e c t a r l a r v a s

1 .
1 . 1 .
1 . 1 .

1 . 2 .

1 . 3 .

1 . 4 .

1 .

1 .

i » 1 .: N
y p u p a s e n g r a n c a n t i d a d 2 .

2 . M U E S T R A S D E A D U LT O S

N o s e m a

A m i b a s

V i r u s

A c a r o d e l a s t r á q u e a s
V a r r o a t o s i s

V a r r o a t o s i s M é t o d o 1
V a r r o a t o s i s M é t o d o 2

V a r r o a t o s i s M é t o d o 3

2 .
2 . 1 .

2 . 2 .

2 . 3 .

2 . 4 .

2 . 5 .

2 . 5 . 1 .

2 . 5 . 2 .

2 . 5 . 3 .

2 .

2 .

3 .

3 .t

i 3 .

3 .
i

3 .

5 .

I I . PROCESAMIENTO YANALISIS DE LAS MUESTRAS.
PARA ENFERMEDADES BACTERIANAS
M o n t a j e d e m u e s t r a s

M e d i o s d e c u l t i v o

Medio para cultivo de B. larvae (Loque Ameri¬
c a n a ) .

Medio para cul t ivo de Mel issococcus p luton
( L o q u e E u r o p e a ) .

Medio para detectar Pseudomonas apiseptica
(Bacteria que produce Septicemia).
Pruebas diagnóst icas empleadas para detectar

larvae obacteria que produce Loque Ameri¬
c a n a .

5 .
1 . 5 .
1 . 1 .

1 . 2 .

1 . 2 . 1 .

5 .

5 . ‘Hi,

5 .

1 . 2 . 2 .

1 3 .

1 . 2 . 3 .

1 3 .
V1 . 3 .

1 3 .
1 . 3 . 1 . P r u e b a d e l a l e c h e . 1 3 .
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B I B L I O T E C A C E N T R A L

i 3 4 8 1 3
■ , V-. f

- r ■a - .



P r u e b a d e l a r e d u c c i ó n d e n i t r a t o s

P r o d u c c i ó n d e c a t a l a s a

D e t e c c i ó n d e B . l a r v a e e n p r o d u c t o s d e l a
c o l m e n a .

D e t e c c i ó n d e B . l a r v a e e n m i e l

D e t e c c i ó n d e l a r v a e e n p o l e n
D e t e c c i ó n d e B . l a r v a e e n c e r a

Como de te rm ina r s i un o rgan ismo es g ram pos¿
t i v o o g r a m n e g a t i v o .
M o n t a j e s t e m p o r a l e s y p e r m a n e n t e s d e b a c t e r i a s . 1 5 .

1 4 .1 . 3 , 2 .

1 . 3 . 3 .

1 . 4 .

1 4 .

1 4 .

1 . 4 . 1 .

1 . 4 . 2 .

1 . 4 . 3 .

1 . 5 .

1 4 .

1 5 .

1 5 .

1 5 .

1 . 6 .

1 6 .2 . P A R A E N F E R M E D A D E S F U N G O S A S

M é t o d o d e l m o n t a j e h ú m e d o .
C u l t i v o d e A s c o s p h a e r a a p i s .
C u l t i v o d e A s p e r q i l l u s fl a v u s .

1 6 .2 . 1 .

2 . 2 .

2 . 2 . 2 .

1 6 .

1 9 .

1 9 .3 . P A R A E N F E P j y i E D A D E S C A U S A D A S P O R P R O T O Z O A R I O S .

P r e p a r a c i ó n d e m u e s t r a s p a r a d e t e c c i ó n d e
N o s e m a a p i s .

M é t o d o 1 .

M é t o d o 2 .

C o m o h a c e r c o n t e o d e e s p o r a s p a r a d e t e r m i n a r
l a i n t e n s i d a d d e l a i n f e c c i ó n .

M é t o d o 1 .

M é t o d o 2 .

C á l c u l o d e l n ú m e r o d e e s p o r a s p o r a b e j a .
C o m o c a l c u l a r l a i n t e n s i d a d d e l a i n f e c c i ó n .

D e t e c c i ó n d e e s p o r a s d e N o s e m a a p i s e n h e c e s

d e a b e j a s e n f e r m a s .
E x a m e n d e r e i n a s s o s p e c h o s a s d e e s t a r a f e c t a

d a s p o r N o s e m a .

3 . 1 .

1 9 .

1 9 .3 . 1 . 1 .

3 . 1 . 2 .

3 . 2 .

1 9 .

2 2 .
%

2 2 .3 . 2 . 1 .

3 . 2 . 2 .

3 . 2 . 3 .

3 . 2 . 4 .

3 . 3 .

2 2 .

2 2 .

2 4 .

2 4 .

3 . 4 . f .

2 4 .

PREPARACION DE MUESTRAS PARA ANALISIS DE AMIBAS.24.4 .

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PAPA DETEPJVIINAR VIRO

S I S .

5 .

2 5 .

PROCESAMIENTO DE MUESTRAS PARA DETERMINAR ACA

R O D E L A S T R A Q U E A S .

M é t o d o 1

M é t o d o 2

6 .

2 5 .

2 7 .6 . 1 .

6 . 2 . 2 7 .UIN1VLKbi 1.-A' 'AAl.K)NAK
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6 . 3 . M é t o d o d e t i n c i ó n s i m p l e p a r a d e t e c c i ó n
d e A c a r a p i s . 2 9 .

7 . P R O C E S A M I E N T O D E M U E S T R A S PA R A D E T E C TA R VA R R O A

Y O T R O S A C A R O S E X T E R N O S . 3 1 .

8 . A l g u n a s t é c n i c a s d e l a b o r a t o r i o ú t i l e s p a r a
l a p r e p a r a c i ó n ú e e s p e c í m e s e n c u a n t o
r e fi e r e a m é t o d o s d e t i n c i ó n , a c l a r e o y p r e ¬
p a r a c i ó n d e c o l o r a n t e s .
A L G U N A S T E C N I C A S PA P ^ A P R E PA R A R C O L O R A N T E S .

C o m o p r e p a r a r e l c o l o r a n t e f u c s i n a c a r b ó l i c a .

Fórmula de Hucker para c r is ta l v io le ta (para
t e ñ i r ) b a c t e r i a s .

Fórmula de Loeffler para azu l met i leno( para
t e ñ i r b a c t e r i a s ) .

s e

3 1 . i

8 . 1 .

8 . 1 . 1 .

8 . 1 . 2 .

3 1 .

3 1 .

3 3 .

8 . 1 . 3 .

3 3 .

9 . A L G U N O S M E T O D O S D E T I N C I O N

Método de Hucker para tinción positiva.
Método de Ziehl-Nielsen para tinción negativa
r á p i d a .

Método de Giemsa para colorear r icketsias.

3 3 .

9 . 1 .

9 . 2 .

3 3 .

3 4 .

9 . 3 . 3 4 .
\

1 0 . SOLUCIONES PARA RELAJAR,PRESERVAR,ACLARAR Y
M O N TA R E S P E C I Í 4 E N E S .

S o l u c i ó n p a r a R E L A J A R e s p e c í m e n e s o p a r t e s .
S o l u c i o n e s p a r a P R E S E R V A R i n s e c t o s y o t r o s
a r t r ó p o d o s .
M é t o d o p a r a C L A R I F I C A R .

Método para CLARIFICAR ácaros.

3 5 .

1 0 . 1 .

1 0 . 2 .

3 5 .

3 5 .

1 0 . 3 .

1 0 . 4 .

3 5 .

3 6 .

1 1 . 3 6 ^Medio permanente para MONTAJE de p lacas.

)|
B I B L I O G R A F I A . 3 7 .

A G R A D E C I M I E N T O S . 3 9 .
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L I S T A D E F I G U R A S .

P a g .

4 .C r í a d e A b e j a m e l í f e r a a t a c a d a p o r V a r r o a .1 .F I G U R A

A d u l t o s d é V a r r o a s o b r e e l c u e r p o d e u n a2 .F I G U R A

4 .a b e j a o b r e r a .

3 . E m p l e o d e C a r t u l i n a c o n u n p e g a n t e p a r a

d e t e c c i ó n d e V a r r o a .

F I G U R A

6 .

M é t o d o d e a g i t a c i ó n p a r a d e t e c t a r V a r r o a

e n m u e s t r a s d e a d u l t o s d e A p i s m e l l i f e r a .

4 .F I G U R A .

7 .

F o r m a d e p r e p a r a r u n m o n t a j e d e B a c t e r i a s .

E n f e r m e d a d e s B a c t e r i a n a s d e l a c r í a y d e

l o s a d u l t o s d e A p i s m e l l i f e r a .

Loque Amer i cana .

8 .5 .F I G U R A

6 .F I G U R A

9 .

1 0 .F I G U R A 7 .

1 1 .F I G U R A L o q u e E u r o p e a .

Monta je en húmedo para muest ras de hongos .

E n f e r m e d a d d e T i z a o d e C a l , p r o d u c i d a p o r

e l h o n g o A s c o s p h a e r a a p i s .

C r í a d e P i e d r a o C r í a P e t r e a , c a u s a d a p o r

e l h o n g o A s p e r g i l l u s fl a v u s .

N o s e m a a p i s .

Con teo de esporas de ^ap is .

A m i b i a s i s .

8 . t ■

1 7 .F I G U P A 9 .

F I G U R A 1 0 . í :

1 8 .

F I G U R A 1 1 .

2 0 .

2 1 .F I G U P A 1 2 .

2 3 .F I G U R A 1 3 .

2 6 .F I G U P A 1 4 .

2 8 .F I G U R A 1 5 . A c a r o d e l a s t r á q u e a s .

Acaro de las tráqueas, método de t inción

s i m p l e .
Detección de Varroa empleando t i ras dei^ is tan32.

F I G U R A 1 6 .

3 0 .

F I G U R A 1 7 .

i v
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M A N U A L P R A C T I C O D E PAT O L O G I A A P I C O L A

Reco lecc ión, p rocesamiento yaná l is is de muest ras para e l
c o r r e c t o d i a g n ó s t i c o d e l a s p r i n c i p a l e s e n f e r m e d a d e s d e
l a a b e j a m e l í f e r a .

P o r : GILBERTO MORALES SOTO.-Profesor Asociado-Departamen¬
t o d e B i o l o g í a - U n i v e r s i d a d N a c i o n a l d e C o l o m b i a -
S e c c i o n a l M e d e l l í n . A . A . 3 8 4 0 .

I . R E C O L E C C I O N D E M U E S T R A S

1 . M U E S T R A S D E C R I A

E x i s t e n v a r i o s m é t o d o s p a r a r e c o l e c t a r m u e s t r a s d e a b e ¬
j a s e n f e r m a s y e n v i a r l a s a l l a b o r a t o r i o ; a l g u n o s
e l l o s s e d e s c r i b e n a c o n t i n u a c i ó n .

d e

1 . 1 . S e c o r t a u n p e d a z o d e p a n a l d e 4
m a t e r i a l s o s p e c h o s o y s e e n v u e l v e e n p a p e l p e r i ó ¬
d i c o , c a r t ó n o p a p e l e n c e r a d o , o s e i n t r o d u c e e n
u n f r a s c o l i m p i o y s e c o ,
p e d a z o s d e p a n a l c o n m i e l , p u e s e s t a e s t r o p e a l a
m u e s t r a .

e lX 4 c o n

S e d e b e e v i t a r c o r t a r

S e r o t u l a l a m u e s t r a a n o t a n d o d a t o s s u fi c i e n t e s
q u e p e r m i t a n c o n o c e r s u p r o c e d e n c i a y d a r
o r i e n t a c i ó n s o b r e e l p r o b l e m a ; p a r a e l l o , a n o t e
d a t o s s o b r e :

u n a

F e c h a d e r e c o l e c c i ó n d e l a m u e s t r a :
N o m b r e d e l a p i c u l t o r y / o c o l e c t o r :

N o m b r e d e l a fi n c a :

Nombre de la vereda:
Nombre del municipio:
Nombre del apiario:

O b s e r v a c i o n e s * :

* E n e s t e p u n t o d e o b s e r v a c i o n e s s e d e b e
c u a l q u i e r c a r a c t e r í s t i c a d i a g n ó s t i c a o
a n o r m a l o b s e r v a d o p o r q u i e n t o m ó l a m u e s t r a ( c o ¬
l o r d e l a c r í a , p o s i c i ó n d e e s t a , o l o r , a s p e c t o
d e c e l d a s , o p é r e n l o s , e t c . ) .

a n o t a r

e l e m e n t o

E n c a s o d e t o m a r m u e s t r a s d e d i f e r e n t e s c o l o n i a s ,
c o ns e p á r e l a s y r o t u l e c a d a f r a s c o o r e c i p i e n t e

u n n ú m e r o , p a r a p o d e r i d e n t i fi c a r d e s p u é s s u p r o ¬
c e d e n c i a .

1 . 2 . S e t o m a u n p a l i l l o d e d i e n t e s o m a t e r i a l s i m i l a r
y s e i n t r o d u c e e n l a c e l d a c o n c r í a e n f e r m a , s e
r e s t r e g a b i e n s o b r e l a c r í a e n f e r m a y s e c o l o c a
s o b r e p a p e l e n c e r a d o o p a p e l p a r a fi n a d o . S e e n ¬
v u e l v e b i e n l a m u e s t r a , i n c l u y e n d o e l p a l i l l o , s e
r o t u l a c o m o s e a n o t ó e n e l m é t o d o a n t e r i o r y s e
env ía a l labora to r io para su es tud io .



1 . 3 . C r í a e n f e r m a q u e s e e n c u e n t r a s o b r e l a s p i q u e r a s
o e n e l s u e l o c e r c a a l a s c o l m e n a s ( p o r e j . i c r í a
a t a c a d o p o r h o n g o s ) , s e g u a r d a e n p a p e l e n c e r a d o
o e n c a j a s d e c a r t ó n p e q u e ñ a s ( e j . : c a j a s d e f ó s ¬
f o r o s v a c í a s ) y s e e n v í a i n m e d i a t a m e n t e a l l a b o ¬
r a t o r i o . S e r o t u l a l a m u e s t r a c o m o s e - i n d i c ó
a n t e s .

1 . 4 . P a r a c o l e c t a r l a r v a s y p u p a s e n g r a n c a n t i d a d s e
p r o c e d e a s í :

- S e s a c a e l p a n a l c o n l a c r í a s o s p e c h o s a q u e s e
d e s e a e x a m i n a r .

- S e c o l o c a e s t e p a n a l h o r i z o n t a l m e n t e s o b r e u n a
b a n d e j a c u b i e r t a c o n u n a t o a l l a y s e c o l o c a e n
u n a i n c u b a d o r a a 3 4 ° C .

- E n p o c a s h o r a s l a s l a r v a s d e 3 - 5 d í a s s e h a b r á n
a r r a s t r a d o h a s t a l a b a n d e j a .

- L a s p u p a s s e o b t i e n e n c o l e c t a n d o l a s l a r v a s d e
5 d í a s y p a s á n d o l a s a p l a t o s d e p e t r i h a s t a q u e
o c u r r a e l e m p u p a m i e n t o .

No ta : En caso de que l as mues t ras no puedan se r
t r a n s p o r t a d a s a l l a b o r a t o r i o i n m e d i a t a m e n t e , d e ¬
b e n s e r r e f r i g e r a d a s , p e r o e x a m i n a d a s e n e l m e n o r
t i e m p o p o s i b l e d e s d e s u r e c o l e c c i ó n .

2 . M U E S T R A S D E A D U L T O S

2 . 1 . N o s e m a .

D e b i d o a q u e e s t a e n f e r m e d a d s e m a n i fi e s t a m a y o r ¬
m e n t e e n a b e j a s v i e j a s , s e d e b e n c o l e c t a r e s t a s
e n l a s c á m a r a s d e m i e l o d e l o s m a r c o s 3 y 7 d e
l a c á m a r a d e c r í a ; t a m b i é n e s p o s i b l e h a c e r l o d e
l a s e n t r e t a p a s o d e l a s p i q u e r a s .

S e t o m a u n a m u e s t r a d e 2 5 - 3 5 a b e j a s a d u l t a s , l a s
q u e s e i n t r o d u c e n e n u n f r a s c o c o n a l c o h o l e t í l i ¬
c o a l 7 0 % ; s i l a m u e s t r a n o s e v a a p r o c e s a r r á ¬
p i d a m e n t e , s e l e a g r e g a n a l f r a s c o c o n a l c o h o l
u n a s 2 - 3 g o t a s d e g l i c e r i n a . L a m u e s t r a s e d e b e
r o t u l a r c o m o s e i n d i c ó e n l a s e c c i ó n 1 . E n c a s o
d e e x i s t i r v a r i a s c o l o n i a s s o s p e c h o s a s , s e ^ t o m a
u n a m u e s t r a d i f e r e n t e p a r a c a d a u n a d e e l l a s .

s o b r e
m a l e z a s

L o s e x c r e m e n t o s q u e s e o b s e r v a n a v e c e s ,
p a r e d e s y p i s o s d e l a s c o l m e n a s o s o b r e
c e r c a n a s a l a s c o l o n i a s y q u e s e s o s p e c h a p u e d e n
t e n e r e n f e r m e d a d , p u e d e n s e r r a s p a d o s s o b r e
r e c i p i e n t e s e c o y l i m p i o , o e n v u e l t o s e n p a p e l ,
p a r a s e r l l e v a d a s l o m á s p r o n t o p o s i b l e a l
r a t o r i o p a r a s u a n á l i s i s .

u n

l a b o -

2 . 2 . A m i b a s .

Esta es una enfermedad que está asociada general¬
m e n t e c o n n o s e m a , d i a r r e a y o t r a s ,
muestra que se tome para nosema puede ser también
u t i l i z a d a p a r a a n á l i s i s d e a m i b a s ; p o r l o q u e
p r o c e d e e n f o r m a s i m i l a r a c o m o s e m e n c i o n ó e n e l
c a s o a n t e r i o r .

L a m i s m a

s e
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F I G U R A 1 . C R I A D E A B E J A M E L I F E R A A T A C A D A P O R V A R R O A .

A - B -

A; Le i rvas yprepupa con adul tos
d e l á c a r o .

B : P u p a c o n a d u l t o s d e Va r r o a s o b r e s u
cuerpo(Adaptado de Weiss, 1984).

F I G U R A 2 . ADULTOS DE VARROA SOBRE EL CUERPO DE UNA ABEJA OBRERA (TOMADO DE
W E I S S , 1 9 8 4 .

i ^

V

n a c i o n a lUNlVhKSi
BIBLÍOTEC ACENTRAL

f



0

S e c o l o c a u n a n j e o s o b r e l a c a r t u l i n a c o n e l p e g a n ¬
t e p a r a e v i t a r q u e l a s a b e j a s s e a d h i e r a n a é l y
s e d a u n a b u e n a a h u m a d a a l a c o l m e n a , u s a n d o h u m o
d e t a b a c o d e a l t o c o n t e n i d o d e n i c o t i n a . S e t a p a
l a p i q u e r a c o n p a s t o y s e d e j a a s i e n t r é 3 0 y 6 0
m i n u t o s , l u e g o d e l o c u a l s e r e t i r a l a c a r t u l i n a y
se examina por la presencia de ácaros (ver Fig.3).

2 . 5 . 3 . O t r o m é t o d o c o n s i s t e e n t o m a r u n a m u e s t r a d e a b e j a s
a d u l t a s d e l a c á m a r a d e c r í a ( 2 5 0 - 3 0 0 a b e j a s ) y
m e t e r l a s e n u n f r a s c o c o n a l c o h o l e t í l i c o a l 7 0 % .
L a m u e s t r a s e l l e v a a l l a b o r a t o r i o y s e a g i t a f u e r t e ¬
m e n t e p o r u n o s 5 m i n u t o s ; s e v a c i a l a m u e s t r a a
t ravés de un an jeo que re tenga las abe jas yde je
p a s a r l o s á c a r o s y s e e x a m i n a p a r a d e t e c t a r l a p r e ¬
s e n c i a d e é s t o s . E n l a F i g . 4 s e r e s u m e e l p r o c e ¬
d im ien to esquema t i zado po r man t i l l a ( 1991 ) pa ra
d e t e c c i ó n d e e s t e á c a r o .

I I . P R O C E S A M I E N T O Y A N A L I S I S D E L A S M U E S T R A S

1 . P A R A E N F E R M E D A D E S B A C T E R I A N A S .

1.1.-Colocar sobre un porta-objetos una gota de agua
d e s t i l a d a .

- C o n u n p a l i l l o d e d i e n t e s h x i m e d e c i d o c o n e l a g u a
d e s t i l a d a o c o n u n a z a e s t e r i l i z a d a s i l a m u e s ¬
t r a s e v a a t o m a r d e u n c u l t i v o , h a g a u n r a s p a ¬
do de la mues t ra sospechosa yco lóque lo sobre
l a g o t a d e a g u a e n e l p o r t a - o b j e t o s . L a m u e s t r a
d e b e q u e d a r d i l u i d a y s ó l o e s t a r l i g e r a m e n t e t u r ¬
b i a .

- F i j e l a m u e s t r a c a l e n t á n d o l a l i g e r a m e n t e c o n u n
m e c h e r o o c o n u n a l á m p a r a c a l i e n t e , c u i d a n d o q u e
n o h i e r v a .

- T i ñ a l a m u e s t r a c o n c a r b o l - f u c s i n a p o r 1 0 s e g u n ¬
d o s o u s e c u a l q u i e r o t r o c o l o r a n t e d e e s p o r a s
(e j . : azu l de me t i l eno , sa f ran ina , e t c . ) - . Co loque
s u fi c i e n t e c o l o r a n t e p a r a c u b r i r t o d a l a m u e s t r a
( 1 - 2 g o t a s ) y d e j e a c t u a r p o r 1 0 - 1 5 s e g u n d o s .

- L a v e e l e x c e s o d e c o l o r a n t e c o n a g u a c o r r i e n t e ,
p a r a l o c u a l s e i n v i e r t e e l p o r t a - o b j e t o s y s e
c o l o c a b a j o u n c h o r r o s u a v e d e a g u a c o r r i e n t e . .

-Elimine el exceso de agua de la placa,^coloque
c u b r e - o b j e t o s y a g r e g u e u n a c a p a fi n a d e a c e i t e

d e i n m e r s i ó n .
- O b s e r v e c o n e l o b j e t i v o d e i n m e r s i ó n ( l a F i g . 5

esquemat iza e l proced imiento genera l ) .

L a s d i s t i n t a s b a c t e r i a s q u e a t a c a n a l a a b e j a
m e l í f e r a s e o b s e r v a n c o m o s e m u e s t r a e n l a s fi ¬
g u r a s a n e x a s ( F i g s . 6 , 7 y 8 ) .

1.2. En caso que se requiera cultivar las bacterias se
p r o c e d e c o m o s i g u e .

1.2.1. Medio para cultivo de B. larvae (Loque Americana).

u n

a ) M e d i o d e S h i m a n u k i y K n o x / 1 9 9 1 .

-Se prepara una suspensión de esporas, mezclando
de agua esterilizada ym a t e r i a l m u e r t o e n 9 m i

c o l o c á n d o l a e n v i a l s .
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EMPLEO DE CARTULINA CON UN PEGANTE PARA DETECCION DE VARROA.F I G U R A 3 .

V i .

B : A d u l t o d e V a r r o a s o b r e l o s r e s i -
d ú o s c o l e c t a d o s d e l f o n d o d e l a
C o l m e n a ( A d a p t a d o d e B a r b a t t i n i
y C h i e s a , 1 9 8 7 ) .

A : C a r t u l i n a c o n Ta n g l e f o o t y A n j e o .
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F

figura 5, FORMA DE PREPARAR UN MONTAJE DE BACTERIAS.

des t i l ada sob re e l cen t ro de un Po r ta -Ob je tos .A:Colocar una gota de agua
B:Ester i l i za r e l aza yde jar en f r ia r.

CyD:Obtener una alicuota del medio de Cultivo,* i v , a h a rE:Frotar la muestra en la gota de agua destilada en circuios hasta abar¬
d e d i á m e t r o .car una área de unos 2cms .. w●w /F;Fijar la muestra calentándola lentamente bajo un mechero( tomado de

Swatek , 1967) . t 4
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6A ●ruC!● i; i s ’ a r v n e .

Fig.66.Pse'jclomonas aoisepcica

Forma v'egecaciva.

F o r m a d e e s p o r a s .

Escoras de B. larvae.

A , -

B . -

C . -

%_5aLooue E u r o p e a .

B . a l v -e i .

A. eurvdtcg.

B. latercsDorus

M. plücon.

. A . -

B . '

C . -
I

D . - i

(

S

« ^ ^ e s
. ^ C i

f

c

de la cr ia yde los adultos de apis mel l i ferab a c t e r i a n a s.enfermedades^IGURA 6
o l o q u e A m e r i c a n a .j . . B a c i l l u s L a r v a e

asociadas con loque E,^opea.
^Pseudomonas apiseptica obacteria que produce septicemia
°̂ a3últas (tomado de Sozaya yotros, 1986.).

E s p o r a s
B a c t e r i a s
E s p o r a s

a b e j a s

6 A :
6 B :

6 C :
e n

I
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el cuadro superior se observan operculos semi-
terísticos de esta enfermedad. En el cuadro inferior
forma secuencial el avance de la enfermedad, en las dis¬

desarrollo de la larva, tal como se ve en vista
corte lateral (d: Corresponde ala prueba de elastici-
d̂e Weiss, 1984).

E nA m e r i c a n a ,
c a r a c

L o q u e
a b i e r t o s ,

o b s e r v a

tintas etapas
s u p e r i o r y
dad )(Tomado

fi g u r a 7 .
e n

s e d e

e n

i
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superior ycorte lateral de la cría mostrando
'̂  enfermedad, hasta terminar en una costra en el fondo

de Weiss, 1984). .
Loque Europea,
los sintomas de la
de la celda. (Tomado

fi g u r a 8 e
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P a r a r e m o v e r e l m a t e r i a l m u e r t o s e p u e d e n u s a r
c o p i t o s d e a l g o d ó n .

- S e c a l i e n t a l a s u s p e n s i ó n a 8 0 ° C p o r 1 0 m i n u t o s
( p a r a m a t a r l a s b a c t e r i a s q u e n o e s p o r u l a n ) .

-Se revuelve la suspens ión yse toma una porc ión
d e 1 o 2 m i , l a q u e s e c o l o c a s o b r e e l m e d i o d e
c r e c i m i e n t o c o n o c i d o c o m o B H I T ( D i f e o b r a i n h e a r t
i n f u s i ó n , f o r t i fi e d w i t h 0 . 1 m g . t h i a m i n e h y d r o -
c h l o r i d e / l t r . d e m e d i o ) .

- S e i n c u b a p o r 7 2 h o r a s a 3 4 ® C .
L a s c o l o n i a s r e s u l t a n t e s s e v e n i n d i v i d u a l e s
( l -2mm.) yson opacas; s in embargo, s i se inocu¬
l a r o n e n e l m e d i o m u c h a s e s p o r a s , s e v e r á

s ó l i d a d e c r e c i m i e n t o q u e c u b r i r á e l p l a t o ,

b) Medio de Bailey yLee/1962.

u n a

c a p a

-Se obtiene la muestra de los panales afectados.
-Se emplea como medio, extracto de levadura al

1 % ( P / V ) .
-El medio se prepara así:
Medio base más 0.1 MKH2P04
Medio base más 0.1 MKH2P04 +1% glucosa (P/V).
Medio base más 0.1 MKH2P04 +1% glucosa autoclavada

s e p a r a d a m e n t e .
Medio base más 0.01 MKH2P04
Mí>dio base.más 0.01 MKH2P04 +1% glucosa (P/V)
Medio base más 0.01 MKH2P04 +1% (P/v) glucosa

. a u t o c l a v a d a
s e p a r a d a m e n t e .

e l m e d i o a p H 6 . 6 c o n K O H .- S e a j u s t a
esteri l iza en autoclave en vials cerrados a

2 0 m i n u t o s .
- s e

1 1 6 ° C p o r
-El medio inoculado se inciaba a34®C.

Medio de Hornitzky yKarlovskis/1989.c )

ce toma una muestra de 30 abejas del área de cría,
'ce homogeniza la muestra en 20 mi de solución
"salina estéril de fosfato (PBS) apH de 7.2 por

ce filtra el homogenizado através de tela de
'tlaoáón yse centrifuga a3.000 gn por
Lvacia el sobrenadante yse vuelve r

"der el residuo en 2mi de PBS.
ce toma una alícuota de 0.5 mi de la muestra y

"co loca en una bote l la de v idr io de 5mi .
caliente a80°C por 15 minutos,
vacia la muestra en agar de sangre de oveja,

el que posee agar de sangre base No. 2(Oxoid
litdf England), suplementado con 7% de sangre
citrada de ovino, agar bacteriológico No. 1
lOKOÍd Ltd)/ hasta obtener una concentración
final del 7%.

-se incuban los platos a35°C por 7días en una
atmósfera de 10% de CO2 en aire,

colonias resultantes se ven grises ytienen
+3mm de diámetro luego de 48 horas, son planas
éirregulares en los bordes.

1 h o r a ,

a s u s p e n ¬

s e

- S e
- s e

%



1.2.2. Medio para cul t ivo de Mel issococcus p luton (Loque
E u r o p e a ) .

- S e m e z c l a n :
1gramo de extracto de levadura (Difco).
1 g r a m o d e g l u c o s a
1.35 gramos de fosfato de potasio dehidrogenado
( K H 2 P 0 4 ) .
1gramo de almidón soluble.
2gramos de agar

Agua destilada hasta completar 100 mi.
(Si se agrega 0.1 gr/lOOml de cisteina es mejor)

-Se ajusta el pH de esta mezcla a6.6 con KOH2
l leva la mezc la a l au toc lave a10 Lb /pu lg

^16“C) por 20 minutos.
- S e

123 Medio para detectar Pseudomonas apiseptica (Bacte
'j-ia que produce Septicemia)-.

-Remover un ala del tórax
-Colocar una gota de agua destilada sobre un porta-

o b j e t o s .
-Restregar la base del ala en la gota yobservar.

En caso que se requiera cultivar el microorganismo,
procede así:

—Se remueve un ala del tórax
coloca la base del ala en un medio conocido como

s e

- S e
P c t a u d o r o o n a s a g a r r ,

-Se cultiva“a 37?C.
Las colonias resultantes producen pigmentos amari¬
llo-verdosos que fluorecen bajo la luz ultravioleta.

enfermedad puede ademas ser diagnosticada re¬
duciendo los sintomas en abejas sanas; para lo-

esto se procede así:

E s t a

p r o
g r a r

2 0 - 3 0 a b e j a s a d u l t a s s a n a s y s e c o l o c a n„ S e t o m a n
u n a j a u l a .

Ce prepara un extracto acuoso de la enfermedad,
c o r a n d o e l e q u i v a l e n t e a u n a a b e j a s o s p e c h o s a p o r

"‘ida mi de agua destilada.
°inoculan las abejas sanas através del tórax
^“jjl/abeja) ose sumergen estas en el extracto,
abejas con Septicemia mueren en 24 horas, huelen a
odrido yse despedazan al manipularlas.

e n

A l m i s m o t i e m p o q u e s e r e a l i z a e s t e p r o c e ¬
d i m i e n t o , s e m o n t a u n c o n t r o l c o n . e x t r a c t o
d e a b e j . a s s a n a s .

N o t a :

existen varias pruebas diagnósticas que pueden ser
*leadas para detectar B. larvae obacteria que

L o q u e A m e r i c a n a . E s t a s s e d e s c r i b e n
1 . 3 .

e m p

%lntinnaci6n.
a

d e l a l e c h e .p r u e b a

Esta prueba se basa en el hecho de que un nivel
^Ito de enzimas proteolíticas es producido por
B. larvae al esporular.

1 .3 .1
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- S e c o l o c a u n a m u e s t r a ( e j . : e s c a m a , r a s p a d o e t c . )
d e l m a t e r i a l s o s p e c h o s o e n u n t u b o q u e c o n t i e n e
3 - 4 m i d e l e c h e d e s c r e m a d a e n p o l v o d i s u e l t a e n
a g u a .

- S e i n c i i b a e s t a m e z c l a a 3 7 ° C .
- S i l a s u s p e n s i ó n s e a c l a r a e n 1 0 - 2 0 m i n u t o s , e s

d e b i d o a l a p r e s e n c i a d e B . L a r v a e .

Nota: E s t a p r u e b a n o s i e m p r e d a , p o r l o q u e e s
n e c e s a r i o s e r c u i d a d o s o s e n s u u s o .

1 . 3 . 2 . P rueba de l a r educc i ón de n i t r a t os .

S e b a s a e n e l h e c h o d e q u e B . l a r v a e r e d u c e e l
n i t r a t o a n i t r i t o ; p a r a e l l o s e p u e d e h a c e r l a
prueba en un medio que contenga nitrato (ej. el '
BHIT cont iene n i t ra to de potas io) , empleando
1-2 mg/ l t r. del medio.

-Se coloca la muestra en'el medio de crecimiento.
-Luego de que ocurra el crecimiento, se agrega

go ta de ác ido su l fan í l i co « -na f to l .
-Si se produce un color rojo, indica que el ni¬

t r a t o h a s i d o r e d u c i d o a n i t r i t o .

u n a

13.3. Producción de catalasa.
-Se coloca una gota de peróxido de hidrógeno al

c u l t i v o d e l a b a c t e r i a q u e e s t e c r e -3 % e n u n
ciando activamente sobre un medio sólido.

-La mayoría de las bacterias aeróbica,s descom-
”ponen el peróxido en agua yoxigeno, proíjuciendo
una mezcla opaca yburbujeante. B. la^ae es
casi siempre negativa para esta reacción.

bacteria que produce la Loque Americana puede
d e t e c t a d a e n l o s p r o d u c t o s d e l a

c o m o m i e l , p o l e n y c e r a . E l p r o c e d i m i e n t o

L a1 . 4 .
t a m b i é n s e r
c o l m e n a '

cada caso es como s igue.e n

d e B . l a r v a e e n m i e l .1.4.1. Detección
Método de

sr- i

S t u r t e v a n t .
a )

diluye la muestra de miel en agua en propor-
ĉ ĉentrifuga la mezcla hasta concentrar las es¬
coras en el sedimento.
Se examina el sedimiento al microscopio.

- S e

d e S h i m a n u k i y K n o x .b) Método
calienta la muestra de miel a45®C.
colocan 25 mi de miel en un beaker de 50

se diluye en 10 mi de agua esterilizada,
mezcla diluida se pasa aun tubo de diálisis

v e z

- S e
- S e

m i y
- L a :

de 44 mm.
_ S e c i e r r a

e s t e s e l l e n e *
-Se sumerge el tubo en agua corriente por 18 no
Qen baño de agua, cambiando esta 3-4 veces en
l a s 1 8 h o r a s .

e l e x t r e m o a b i e r t o d e l t u b o u n a
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-Luego de la d iá l is is , se centr i fuga a2.000 g
p o r 2 0 m i n u t o s .

-Se remueve cuidadosamente el sobrenadante
una pipeta yse deja aproximadamente 1mi
r e s i d u o .

- E l r e s i d u o s e s u s p e n d e e n 9 m i d e a g u a e n
vial tapado yse calienta a80®C por 10 minutos.

-Se toman 0.5 mi de suspensión yse coloca sobre
un plato de petri con agar BHIT.

-Se incx:iba a37“C por 72 horas.
-Se examina por colonias de B.

c o n

d e

u n

l a r v a e .

1.4.2. Detección de B. larvae en polen.
m u e s t r a d e g r a n o s d e p o l e n c o l e c t a d o s- S e t o m a u n a

l a s a b e j a s .p o r
—Se pasan estos granos
d i s t i n to t amaño ,

d e t e c t a n e s c a m a s d e B . l a r v a e p a r a s e r

a t r a v é s d e c o l a d o r e s d e

"examinadas, entonces se hace una suspensión acuosa
-Se pasa”ésta solución acuosa através de papel

fi l t r o N o . 2 .
cen t r i f uga e l fi l t r ado ,
cultiva el residuo en igual forma acomo se

e l m é t o d o d e l n u m e r a l a n t e r i o r .

- S e
- S e

i n d i c ó e n
l a r v a e e n c e r a .1.4.3. Detección de B.

la muestra de cera al baño María, en- S e d e r r i t e

c^'^déia enfriar la cera sobrenadante yse retira
"cuidadosamente la torta formada,

centrifuga el agua a2.000 gpor 20 minutos.
Isé examina el sedimento al microscopio.

determinar si un organismo es gram posi-Si se desea o
t i v o o g r a m negat ivo , se procede así :1 . 5 .

lecta la muestra ysé fija como se anotó en
^rocedimiento general para detección'»de bacte-

numeral l-l- . , ^ ●
c r i s t a l v i o l e t a ,

el montaje en solución de yodo, se_
a l c o h o l e t í l i c o y s e v u e l v e a t e ñ i r

- S e
e l P
r i a s .

t i ñ e c o n- s e
_5e sumerge
decolora con

s a f r a n i n a .
organismo tiñe azul es gram positivo,
organismo tiñe rojo es gram negativo..

c o n

s i e l
S i e l

X. -ies temporales ypermanentes de bacterias se
^Tcln̂ como sigue.

Montajes temporales.

1 . 6 .

a )

T«olacas se procesan como, se ha indicaao en ex
Í^Scedimiento general (mimeral 1.1.). Estas pla-

teñidas ymontadas en agua se les coloca ei
cubre-objetos yse sellan los bordes p j ” -«<»trolatum obarniz de uñas transparente oe
^.Las placas asi montadas sirven por unosm a
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b ) M o n t a j e s p e r m a n e n t e s .

Los por ta-ob je tos con las muest ras teñ idas ysecas
aclaran con xyleno yluego se montan en una gota

d e b á l s a m o d e C a n a d á . E l e x c e s o d e b á l s a m o
r e t i r a o l i m p i a c o n u n a t o a l l a i m p r e g n a d a d e x y l e n o .

PARA ENFERI4EDADES FUNGOSAS

Se emplea el montaje htSmedo; para ello se procede
a s í :

-Se mace ra pa r t e de l a mues t ra en agua .
-Se coloca parte de ese macerado en un porta-objetos.
-Se coloca un cubreobjetos evi tando la formación de

b u r b u j a s d e a i r e .
-Normalmente no se requiere colorante.
-Se examina con los objetos secos del microscopio.

(En la Fig. 9, se muestra el procedimiento general
para este tipo de montaje).

S i s e t i e n e u n m i c r o s c o p i o d e c o n t r a s t e e s
mejor, sobre todo cuando se necesita usar
e l a c e i t e d e i n m e r s i ó n .

s e

s e

2 .

2 . 1 .

N o t a :

Cult ivo de Ascosphaera apis.

a) Se pueden cultivar las esporas sobre el medio
agar-dextrosa-papa, fortificado con 4grs
ex t rac to de levadura por cada l i t ro de med io .

- S e i n c u b a a 3 0 ° C .
L o s c u l t i v o s q u e s e o r i g i n a n t i e n e n o l o r a f r u t a

d u r a z n o f e r m e n t a d o . L a s e s p o r a s s e v e n c o m o
m u e s t r a e n l a F i g . 1 0 .

b) Otro medio para el cultivo de este hongo es el
agar de malta.

2 . 2 .

d e

o a

s e

-En este medio, no se producen hifas aireas, con
lo que se facilita la observación al microscopio.

-Muestras de A. apis pueden ser colocadas directa-
e l m e d i o d e c u l t i v o .m e n t e e n

- S e i n c u b a a 3 0 ° C .
El micel io en crecimiento se observa en 24 horas.

■f:

c) Si las muestras son viejas sé procede como sigue.
-Se colocan los aislados en agar acuoso (agar sin

n u t r i e n t e s ) .
- S e i n c u b a a 3 0 ° C .
- E l m i c e l i o r e s u l t a n t e s e t r a n s fi e r e a u n m e d i o
nutritivo como los anotados antes (métodos ayb).

- S e i n c u b a a 3 0 ° C .

Nota 1; Cuando se aisla sólo una raza, la positiva
 ola negativa, se produce una masa algodo¬

nosa que cubre el plato. Cuando se culti¬
van las razas positiva ynegativa al mismo
tiempo, se forman quistes en el cultivo.

m
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I

mJHEDO PARA MUESTRAS DE HONGOS,
gota del medio en el centro de un porta-objetos,

una porción del cultivo del hongo con una aguja esterilizada
B: Se muestra del hongo sobre la gota del medio de cultivo.
C; Se coloca separan los micelios.
D; Con dos ag»̂  cubre-objetos, dejándolo caer como se muestra en la figura
E: Se suavemente en el centro del cubre-objetos hasta obtener una

superficie P^^^^i^rogcopio. (Tomado de Swatek,1967).^G: Se examina bajo

m o n t a j e e n

A: Se coloca una
FIGURA 9 .

%

B í B í j n
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CAL, PRODUCIDA POR EL HONGO ASCOSPH«P^RAde tiza odeenfermedad
A P I ^

fi g u r a 1 0

l a s c e l d a s ,
la tera l de -

d e- e l f o n d o
superio^^ y

3„far».edad.̂ ngo,
ginteridio.

cría en estados consecutivos de desarrolloA ; M o m i a s e n
B : V i s t a s

d e l a
C; Esporocitos

enfermedad (

út i les para la cor recta ident ificac ión de la
0og= Oogonio) (Tomado de Weiss, 1984).



P a r a d i s t i n g u i r l o s t a l o s p o s i t i v o y n e g a ¬
t i v o , s e i n o c u l a n l o s a i s l a d o s e n l a d o s
o p u e s t o s d e l p l a t o y e s t o s t a l o s d i f e r e n t e s
f o r m a n u n a l í n e a d e q u i s t e s e n l o s p u n t o s
d e e n c u e n t r o .

. C u l t i v o d e A s p e r q i l l u s fl a v u s

A. flavus yotras especies de Aspergillus pueden
ser cuítTvadas en medios en base apapa-dextrosa
o S a b o u r a u d - d e x t r o s a - a g a r .

N o t a 2 :

2 . 2 . 2

f o r m a s i m i l a r a c o m o s e i n -- E 1 c u l t i v o s e h a c e e n
dicó para Ascos£haera.a£is. ,las e5porai““aiATTTÍvus se ven sobre el medio de

color amari l lo-verdoso. El desarrol lo de esta
enfermedad y las conidias del hongo se ob¬
servan en la figura 11.
u n

enfermedades causadas por protozoarios.P A R A3 .

de muestras para detección de Nosema
v a r i o s m é t o d o s a s í .Preparación

E x i s t e n
3 . 1 .

a p i s .

●,11 -se toma una muestra de 25-35 abejas adultas de la
piquera, entretapa omarcos de miel como se anotó
el^ío^^cadá abeja con unas pinzas delicadas por

” i nar te de l tó rax ycon una cuch i l l a ob is tu r í
^le corta la cabeza ala altura de la cervix

Con unas pinzas pequeñas se toma el aguijón
i1extremo abdominal yse jala lentamente, permi-

aue se venga adherido el tracto digestivo,
"^^ííando que este se reviente.
ql coloca sobre un mortero al que se ha agregado

●jni de agua destilada por cada abeja yse
5Í®íóma una aza- esterilizada (bajo la llama de

yse introduce en la mezcla, extrayendo
Ilicuota la que es colocada sobre un porta-

'^K^tos; se coloca un cubre-objetos evitando la
íoJSaSión de burbujas. _deja reposar por unos 3minutos yse examina

~Z el microscopio; generalmente el objet ivo-seco
es suf icien-te para detectar la presencia de
esporas. Las esporas de Nosema se ven como

se muestra en la Fig. 12 A. EnlnTg. 12 B, seSserva, el tráete digestivo de una abeja sana
de una enferma, que es un sintoma más que sirve

para diagnosticar la enfermedad.

m a c e r a

u n .

-Las abejas que se van aprocesar (25-35)
Vcon unas microtijeras ocuchillas, se
ia cabeza ye orax, dejando los abdómenesnietos. Estos abdómenes se colocan en un recipiente
l impio yseco,

abdómenes se dejan en un refrigerador hasta
q’e se sequen completamente (mientras más secosesten mejor, 23 días pueden ser suficientes).

,ge toman los abdómenes secos yse colocan en unmortero al que se le agrega l̂ ml de agua destila-
por csds. ab©]a y

, s e t o m a n
l e s r e t i r a

c o m -
3 . 1 - 2 *

- L O S

d a s e m a c e r a b i e n .



2 0

A
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b
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C o n i d i a d e A . fl a v u s .
B . I

I

Cría petrea, causada por el hongo Aspergi\luscría de Piedra oFIGURA 11»

enfermedad como se aprecia en vista superior ylateral
(Tomado de Weis, 1984).

d e l a

d e l h o n g o
A v a n c e

Conidie®
A :

B :
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r >

■»
A P I S .n o s e m aF I G U R A 1 2 .

s e v e n

-.g-tivo de obreras de A. Mellifera (el intestino de ladiges ̂ ^̂ ^ggponde auna abeja sana yconserva las cons -superxo ^^iHos; el intestino de la parte inferior ha
constricciones yse ve distendido ydecolorado

auna abeja enferma (Tomado de Shimanuki yCantwell»

c o m o(Je nosemaE s p o r a s

S i s t e m a
p a r t e ^
t r i cc iones
perdidocorresponde
1978).

A :

B :

y
e s a s

I
1
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- C o n u n a a z a e s t e r i l i z a d a s e t o m a u n a m u e s t r a d e l a
suspensión yse coloca sobre un porta-objetos;

c u b r e - o b j e t o s y s e d e j a r e p o s a r p o r
s e

3c o l o c a e n
minutos , antes de observar ba jo e l ob je t ivo
a l t o d e l m i c r o s c o p i o .

s e c o

S i s e d e s e a h a c e r c o n t e o d e e s p o r a s p a r a d e t e r m i n a r
l a i n t e n s i d a d d é l a i n f e c c i ó n , s e p u e d e p r o c e d e r c o m o
s i g u e .

3 . 2 .

l a m u e s t r a c o m o s e i n d i c ó e n l o s m é t o d o s3 . 2 . 1 . S e p r o c e s a
a n t e r i o r e s .

c o n e l a z a s e c o l o c a
p a s o s

-La submues t ra que se toma
sobre una cámara de conteo, siguiendo los
que se anotan enseguida.

-Tome la cámara de conteo (hemocitómetro) ylavela
bien con agua jabonosa, remójela luego con agua
corriente, sumérjala en etanol yséquela bien. ,

-Tome la muestra de la suspensión con una aza ycoló-
quela bajo el cubre-objetos del hemocitómetro,
evitando formación de burbujas,y cuidando que el
área de la cámara quede llena de suspensión, para
lo cual una odos azas es suficiente; evite igual¬
mente exceso de suspensión en la cámara (ver Fig.
1 3 A ) .

-De je reposar por
c o n t e o d e e s p o r a s .

- . rn<=nte las esporas en 5
centro yextremos (ver Fig. 13B); cuente las esporas

es ten dentro de los cuadros ylas que toquen
los bordes izquierdo ysuperior, pero no cuente
loc! que toquen los bordes derecho einferior .
i? la suspensión tiene una alta concentración de

”«ñoras y/o residuos que dificultan-el-conteo,se
® diluir la muestra, empleando agua-desti lada
^píoporción 1:2 o1:10'.

3 m i n u t o s a n t e s d e c o m e n z a r e l

c u a d r o s d e l a c á m a r a , a s í ;

e n

de no poseer cámara de conteo, se puede
¿1 arado de infestación, empleando un porta-

Síeíos ycSbre-objetos asi:
3 . 2 . 2 . E n

rla muestra como se mencionó en un princi-
-Proce obtener una suspensión de 1mi de agua
§^°-hilada por c/abeja.

3una aza de la suspensión sobre^un porta-
_Se coro v o l u m e n d e p o s i t a d o d e b e s e r c o n o -
ob^et ' ^ cual se emplea una aza que libere
n^ní'ml Ssuspensión,

un cubre-objetos de área conocida, sobre
"Se col g^^^-ando la formación de burbujas de aire,
'e deja"reposar por 3minutos antes de iniciar el
c o n t e o .

observa bajo e l ob je t i vo seco a l to de l m ic ros -
- S e

c o p i o *
P a r a -

^̂ ^̂ eí promedio por punto para

a lconteo se escogen 5puntos diferentes
cuentan las esporas en cada punto,

l o s c á l c u l o s .
e l S e

s e

u s a

del número de esporas por abeja puede
U Í ^ Ü V h

B I B L I O T T ?

El cálculo
●ggr realizado como sigue;3 . 2 . 3

/ I M
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F i g u r a A .

N. apis se cuencaa --
Tis esporas que toquen
l a s l í n e a s A p e r o n o a
las que toquen las B.*

F i g .

A
l « ^ l l IFigura B*

r M j i ^ n ^
a

O

E _ L _ i B

—

■ y

a

3
3

0 0

%

13A se muestra la mmera de colocar el aza contra la
con la suspensión de esporas del a fi g u r a

d e c o n t e o .
E nfigura 13* n o s e m a .
c á m a r a

13B, muestra como proceder con el contaje de las esporas
de Shimanuki yGantwell, 1978; Sozaya yotros, 1988).1 3 fi g u r a

(tomados
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a ) S i e s t á u s a n d o u n a c á m a r a d e c o n t e o ( h e m o c i t ó -
m e t r o ) :

Ní í tero to ta l de esporas contadas
X4X10® =Ntímero de esporas/abeja

8 0

b ) S i e m p l e a e l m é t o d o d e p o r t a y c u b r e - o b j e t o s , e l
c á l c u l o e s c o m o s i g u e :

Número promedio de esporas/canpo Acea del cubre-<±>jetos 100
X X

. 1 Area del canpo 1

Número de esporas

m i

Para ca lcu la r la in tens idad de la in fecc ión , se pue¬
de usar la escala de Jaycox así:

I n t e n s i d a d

3 . 2 . 4 .

N o . d e E s p o r a s ( m i l l o n e s / a b e j a )

0N u l a
M u y l i g e r a
L i g e r a
R e g u l a r
S e m i s e v e r a
S e v e r a

0 . 0 1 - 1 . 0
1 . 0 - 5 . 0
5 . 0 - 1 0 . 0

1 0 . 0 - 2 0 . 0
m á s d e 2 0 . 0

de Nosema' apis también pu^^den ser detec-
tadas examinando las heces de abejas enfermas, para
lo cual se procede así:

3 . 3 .

-Haca un raspado de las heces que se encuentren en
redes ypiqueras de las colmenas osobre malezas

r>ercanas aéstas. .
-Este raspado se mezcla con agua destilada para for-

-j. una suspensión,
nla suspensión resultante haga un montaje htSmedo.

"observe bajo el objetivo seco alto del micrqscopio.
sospechosas de estar afectadas por Nosema

examinadas procediendo como sigue:R e i n a s
pueden

3 . 4 .
s e r

la reina yse coloca en un plato de petri
s e d e j a c a m i n a r l a r e i n a a l l í l i b r e -- S e c a p t u r a

s e c o y
m e n t e .

- L a s r e i n a s
h o r a .

l i m p i o ;

generalmente defecan aintervalos de una
como pequeñas gotas de líquidoheces se ven- L a s

^̂ í̂iansfieren estas gotas con ayuda de una^ocon un tubo capilar aun Pórta-objetos,
cubre-objetos yse examina al micro

- S e

p i p e t a
- S e -

c o p i o .
c o l o c a u n

ANALISIS DE AMIBAS.d e m u e s t r a s p a r aPREPARACION4 .

Á
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E l p r o t o z o o c a u s a n t e d e e s t a e n f e r m e d a d d e l a s
a b e j a s ( M a l p i g a m o e b a m e l l i fi c a e ) s e l o c a l i z a e n
l o s t u b o s d e m a l p i g i o . P a r a s u d e t e c c i ó n s e p r o ¬
c e d e c o m o s i g u e .

- S e t o m a u n a m u e s t r a d e a b e j a s a d u l t a s ( 2 5 - 3 0 ) .
- S e d i s e c t a n e s t a s a b e j a s b u s c a n d o s u t r a c t o d i ¬

g e s t i v o ,
s e r e t i r a n é s t o s c o n
de punta del icada.

- S e c o l o c a u n a g o t a d e a g u a d e s t i l a d a s o b r e u n
p o r t a - o b j e t o s .

- S e c o l o c a n l o s t u b o s d e m a l p i g i o s o b r e l a g o t a

S e l o c a l i z a n l o s t u b o s d e m a l p i g i o y
l a a y u d a d e u n a s p i n z a s

d e a g u a .
- S e c o l o c a u n c u b r e - o b j e t o s s o b r e l a m u e s t r a , h a ¬

c iendo una l igera pres ión sobre ésta , hasta ob¬
tener una superfic ie p lana , un i fo rme ,

b u s c a n l a s e s p o r a s e m p l e a n d o e l o b j e t i v o d e- s e

a c e i t e d e i n m e r s i ó n .
Las esporas se ven como pequeñas gotas de aceite
flotando en agua (F ig . 14) .

procesamiento de muestras para determinar v i rosis.5 .

En el país no existen equipos que permitan identi-
v i r u s d e a b e j a m e l í f e r a , p e r o e s p o s i b l e r e -

q u e
fi c a r

p r o d u c i r
anota enseguida.

l a e n f e r m e d a d c o n e l p r o c e d i m i e n t o
s e

una suspens ión de abe jas sospechosas em-
1 m i d e a g u a d e s t i l a d a p o r c a d a a b e j a .

- S e h a c e
pleando
<!e centrifuga esta suspensión para eliminar dese-

*" hos grandes yse filtran através de un .filtro
de 0.45 um, para remover las bacterias. Se ob¬
tiene un extracto.
vZte extracto se asperja oinyecta ose da

"lamento aabejas sanas confinadas en jaulas
âproximadamente 20 abejas),w^easo de darse con el alimento, se mezclan 2

,2. extracto en igual volvutien de jarabe
Trinar por cada 20 abejas,

se usa el método de inyección, cada abejasre-
1mi ex t rac to a t r avés de l as membranas

fntersegmentales del abdomen dorsal.
^síntomas se observan luego de 6días.

e n

d e
m i

L o s

Al mismo tiempo que se procede como se acaba
de indicar, se debe hacer un tratamiento con
abejas control, para lo cual se les’ siuninis-
t r a a é s t a s u n e x t r a c t o d e a b e j a s s a n a s .

procesamiento de muestras para determinar acaro de
las traqueas.

N o t a ;

6 .

Existen varios métodos para procesar abejas sospe¬
chosas de estar atacadas por Acarapís wood¿ oacaro
de las tráqueas. Mencionamos los más comunes.
ácaro se localiza en el primer par de
toráxicos de obreras, reinas yzánganos yla ent

del parásito ocurre normalmente durante los
días de vida de la abeja como adulta.

E l

d a

p r i m e r o s
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F i g u r a A .

I

I

I ●

F i g u r a B .

g'v

a m i b i a s i s .fi g u r a 1 4 .
● Maloighamoe^ mellificae dentro de un tubo de malpigio.

distes del protozoario tal como se observan en un preparado (se-^ algunas esporas de nosema, que son las mas peque -
forma oval.) (tomado de Ministry of Agr. Fish yFood, -

B :
o b s e r v a n
ñ a s y d e
1 9 8 0 ) .
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U n m é t o d o s e n c i l l o c o n s i s t e e n ;6 . 1 .

- C o l o c a r l a a b e j a s p a t a s a r r i b a s o b r e u n a t a b l a o
c o r c h o , s u j e t á n d o l a f u e r t e m e n t e c o n u n a s p i n z a s
e n l a r e g i ó n d e l m e s o t ó r a x l a t e r a l .

- C o n u n a c u c h i l l a d e a f e i t a r o c o n u n b i s t u r í , s e
r e t i r a l a c a b e z a y p a t a s a n t e r i o r e s d e l a a b e j a ,
m e d i a n t e u n c o r t e e n á n g u l o ( V e r F i g . 1 5 A ) e n t r e
l a u n i ó n d e l a c o x a s .

- Q u e d a a s i u n c o r t e a l q u e s e l e c o l o c a u n a g o t a
d e á c i d o l á c t i c o y q u e p u e d e s e r e n t o n c e s o b s e r ¬
v a d o b a j o e l e s t e r e o m i c r o s c o p i o .

- E n a u s e n c i a d e á c i d o l á c t i c o ( s i r v e p a r a a c l a r a r
l o s t e j i d o s ) , s e p u e d e l o g r a r e l m i s m o r e s u l t a d o ,
l impiando el área aobservar con ayuda de
pinzas de punta delicada,.lo que permite retirar
m ú s c u l o s y o t r o s t e j i d o s q u e i m p i d e n o b s e r v a r l o s
t u b o s t r a q u e a l e s .

-S i l a abe ja es ta l i b re de áca ros , l os t ubos t r a¬
queales se ven limpios en su interior yse ven
de co lor per la . ; por e l contrar io , en caso
abejas enfermas, estos tubos,se ven decolorados
omanchados (Ver Fig. 15B); en la Fig. 15C,
observa un tubo traqueal con ácaros en su interior.

Otro método un poco mas laborioso, pero muy efi¬
c i e n t e c o n s i s t e e n :

t i n a s

d e

s e

6 . 2 .

-Colocar la(s) abeja(s) sobre su dorso en una tabla
d e m a d e r a .

-Con unas pinzas se sostiene la abeja cogiéndola
d e l t ó r a x ,

c u c h i l l a s e m u e v e n l a s p a t a á a n t e r i o r e s- C o n u n a
hacia adelante yse hace un corte transversal a
través del área membranosa que se observa atrás
de las patas anteriores; se remueven asi la

junto con el protórax al que van adheridas
a n t e r i o r e s .

c a ¬

b e z a
I S i S

hace un segundo cor te t ransversa l ypara le lo
a n t e r i o r , a l f r e n t e d e l a s p a t a s m e d i a s , a

través de la base de las alas anteriores,
n o s d a u n a n i l l o q u e d e b e c o n t e n e r

- s e
a l

E s t e

l a scorte ¿ ●
tráqueas protorácicas,

colocan estos anillos en un plato de petri y
se agrega hidróxido de potasio al 5% en cantidad
suficiente que cubra los discos,

coloca el plato de petri con los anil los yel
KOK en una incubadora a37®C por 24 horas. El
KOH remueva el tejido muscular ypermitirá
los tubos traqueales queden visibles
servación bajo el estereomicroscópio.

—Luego de las 24 horas, se toman los anillos yse
lava el KOH con agua corriente (un chorro

s u a v e ) y s e a g r e g a e t a n o l a l 7 0 % .
-Se observa cada anillo bajo el estereomicroscopio
aun aumento de 40X. Las traqueas sanas yenfer-
mas se observan como se muestra en la Fig. 15B.

í ' . -

- s e

- s e

q u e
o b ”p a r a s u

l e s

Si no puede observar los ani l los inmediata¬
mente luego de la incubación lávelos
se indicó yconsérvelos en etanol en
n e v e r a p o r v a r i o s d í a s .

N o t a »
C O I T i O

l a
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B i s t u r i A g u j a

I

r i 7 \D i r e c c i ó n d e l C o r t e .

y'. V>'

F i g u r a A .

V /
/

F i g u r a B .

f T r a q u e a s
S a n a s .

T r a q u e a s
A t a c a d a s .

Figura C.

las traqueas.

-^íón de la abeja para el corte através del
''= ’’°®"ecl6n dal corte.

QX^

acaro de1 5 .FIGUKA i

tórax anter ior y

s e a p r e c i a
#
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Existe un método de t inción simple para detección
de Acarapis. Este es como sigue (método de Peng
y N a s r / 1 9 8 5 ) .

6 . 3 .

- S e o b t i e n e n a n i l l o s t o r á c i c o s d e 1 - 1 . 5 m m d e a b e
j a s a d u l t a s e n l a m i s m a f o r m a c o m o s e m e n c i o n a
e n e l m é t o d o 6 . 2 .

- L o s a n i l l o s t o r á c i c o s s e c o l o c a n e n u n b e a k e r q u e
c o n t i e n e u n a s o l u c i ó n d e h i d r ó x i d o d e p o t a s i o ( K O H )
a l 8 % .

- S e c a l i e n t a h a s t a h e r v i r , r e v o l v i e n d o c o n t i n u a m e n ¬
t e .

c o n t i n u a m e n t e h a s t a q u e l o s t e j i d o s d e n t r o d e l o s
an i l l os se d i sue l van yac la ren ; t odo es te p roceso
t o m a u n o s 1 0 m i n u t o s .

- S e r e c o b r a n l o s a n i l l o s d e l a s o l u c i ó n , fi l t r á n d o
l o s a t r a v é s d e u n a m a l l a m u y fi n a .

-Se lavan los an i l los con cor r iente suave de agua
para remover el hidróxido de potasio.

-Luego de que los ani l los esten lavados son t rans¬
f e r i d o s s e c u e n c i a l m e n t e a l a s o l u c i ó n c o l o r e a d o r a ,
a l a s o l u c i ó n d e d i f e r e n c i a c i ó n y a l a s o l u c i ó n
d e p o s t - t i n c i ó n .

-Se examinan los anillos bajo el microscopio de d¿
s e c c i ó n b a j o u n a u m e n to d e 1 0 - 2 5 X ( E n l a F i g . 1 6

r e s u m e e l p r o c e d i m i e n t o g e n e r a l ) .
Según los au to res , la técn ica de t inc ión ca t ión ica

e s p e c í fi c a , r á p i d a y ú t i l p a r a d e t e c t a r á c a r o
d e l a s t r a q u e a s a m u y b a j o a u m e n t o ; p o r e l l o m e n ¬
cionamos acontinuación como se preparan los rea£
t i v o s p a r a e s t e t i p o d e t i n c i ó n .

-Se emplea azul de metileno acuoso al 1%, el que
se prepara disolviendo azul de metileno yagregan
do cloruro de sodio de 0.85%.

-se emplea además tinción modificada de Shleifstein,
lo cual se logra mezclando 7gotas de solución de
fucsina básica-gl iceral-alcohol, con 1mi de hidró
xido de potasio 0.025%.

-cr is ta l v io leta, que se prepara disolv iendo 2grs
cr istal v io leta en 20 mi de etanol 95%, al que
le agregan 80 mi de oxalato de amoniio acuoso

S e r e t i r a e l b e a k e r y s e s i g u e r e v o l v i e n d o

s e

e s

d e
s e

a l 1 % .
- A c i d o fórmico-cr ista l v io leta- azul^de to lu ideno.

mordientes son Hematoxilina N®. 3de Gilí o
d e H a r v i s .L o s

Hematox i l i na
El proceso general se resume así;

D i f e r e n c i a c i ó n
So luc ión -Tie r rpo (m in . )

P o s t i n c i t o
Soluc ión -Tiotp j (min.Tiempo de

t inc ión (min- ;«Jónica dB
t i n c i ó n

de metileno
jnodificada al 1%

A g u a d e s t i l a d a 2 - 5 1)Etanol 70%-Lavar
2) Etanol 95%-Alma-

c e n a r .

5

Tincito modifi-
de Schleif¿ Etanol 95%E t a n o l 9 0 %cada 2 - 58

t e i n

Itordientós
jtomatoxilma
de Gilí

5 - 1DAgua dest i lé
-2) Étanol ^Almacenar j,
-■i CEmiiñL i i

E t a n o l a c í d i c o 7 0 % 6 - 1 01 5
K J i ^

« IBLi i .U '?
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LAS TRAQUEAS, METODO DE TINCION SIMPLE.1 6 . A C A R O D EF I G U R A

A- Procedimiento general para corte yobtención de los anillos toráci
t i n c i ó n d e e s t o s , p r i m e r c o r t e p a r a r e m o c i ó n d ee o s y p o s t e r i o r

c a b e z a y p a t a s .
B: Segundo corte.

\

C* Maceración de los anillos en KOH hirviendo.
D; Filtrado de los anillos.
E: Lavado con agua corriente.
F : T i n c i ó n .
G: Diferenciación,
u- Postincion. .
I* Tráqueas con ácaros en su interior como se ven luego de la tinción
(tomado de Peng yNasr , 1 9 8 5 ) .
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7 . P R O C E S A M I E N T O D E M U E S T R A S PA R A D E T E C TA R VA R R O A Y
O T R O S A C A R O S E X T E R N O S .

Los métodos más usados para lograr este objetivo
f u e r o n y a d e s c r i t o s e n l a s e c c i ó n 2 - 5 .
E x i s t e n o t r o s m é t o d o s q u e e m p l e a n t i r a s d e A p i s t a n ,
p e r o c o m o é s t a s n o s e c o n s i g u e n e n e l m e r c a d o l o ¬
c a l , s o l o s e e s q u e m a t i z a a c á l a f o r m a c o m o o p e r a
e l s i s t e m a ( F i g . 1 7 ) . C u a n d o s e e m p l e a n t i r a s d e
a p i s t a n , e l p r o c e d i m i e n t o e s c o m o s i g u e :

- S e c o l o c a n 2 t i r a s d e a p i s t a n p o r c á m a r a d e c r í a . '
E s t a s t i r a s s e s u j e t a n c o n e s t o p e r o l e s d e l o s
l i s t o n e s s u p e r i o r e s , c o l o c a n d o u n a t i r a e n e l
m a r c o 3 y o t r a e n e l 7 p a r a u n m e j o r c u b r i m i e n t o .

- L a t e m p e r a t u r a a m b i e n t e n o d e b e s e r m u y a l t a c u a n ¬
d o s e e s t e e m p l e a n d o e s t e m é t o d o ( a p r o x i m a d a m e n t e
1 5 ° C ) .

- N o s e d e b e u s a r a p i s t a n d u r a n t e é p o c a d e fl u j o d e
n é c t a r .

- S e c o l o c a e n e l f o n d o d e l a c á m a r a d e c r í a u n a c a r ¬
t u l i n a i m p r e g n a d a d e u n p e g a n t e ( e j . : t a n g l e f o o t ,
p e g a - i n s e c t , o g r a s a d e c a r r o ) .
u n a n j e o e n c i m a p a r a e v i t a r q u e l a s a b e j a s q u e d e n
p e g a d a s a l a c a r t u l i n a .

- S e d e j a n l a s t i r a s d e a p i s t a n p o r 2 - 3 d í a s ( s i e s
para detec tar la presenc ia de l ácaro ; para cont ro l
s e d e j a n p o r 1 m e s ) .

- S e r e t i r a n l a s c a r t u l i n a s y s e l l e v a n a l l a b o r a t o r i o
o b s e r v a c i ó n .

E s t a d e b e l l e v a r

p a r a

Nota: P a r a d e t e c c i ó n r á p i d a ( a u n q u e m e n o s c o n fi a -
b l e ) , s e c o l o c a n l a s t i r a s d e a p i s t a n y l a
c a r t u l i n a s o m o s e a c a b a d e m e n c i o n a r y s e
t a p a n l a s p i q u e r a s c o n p a s t o . A l c a b o d e
1 h o r a o 2 h o r a s , a l g u n o s á c a r o s h a b r á n
c a í d o s o b r e l a c a r t u l i n a c o n e l p e g a n t e .
En caso de infestación alta, aún en t iempo
tan corto como 15 minutos o30 minutos, ya
s e t e n d r á n á c a r o s s o b r e l a c a r t u l i n a .

t i n u a c i ó n s e m e n c i o n a n a l g u n a s t é c n i c a s d e l a b o -A c o n

rator io út i les para la preparación de especímenes
en cuanto se refiere amétodos de tinción', aclareo
ypreparación

8 .

d e c o l o r a n t e s .

algunas TECNICAS PARA PREPARAR COLORANTES

preparar el colorante fucsina carbólica
8 . 1 .

8 . 1 . 1 . C o m o

-preparar la solución A, así:
d e f u c s i n a b á s i c a d e l 9 0 %
d e a l c o h o l e t í l i c o a l 9 5 %

0 . 3 g r s
1 0 . 0 m i

- p repa ra r l a so luc ión B , as í :

5 . 0 g r s d e f e n o l
9 5 , 0 m i d e a g u a d e s t i l a d a

M e z c l a r s o l u c i o n e s A y B .
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DETECCION DE VARROA EMPLEANDO TIRAS DE APISTAN.
Colocación ^
Colocación de la cartulina con el adherente en el fondo de la
c o l m e n a .

Retiro de la cartulina para su observación en el laboratorio.
Adaptado de Barbattini yChiesa, 1987) .

fi g u r a 1 7 .
de las t i ras de Ap is tan en la cámara de c r ía .

A :

B :

C :
(
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8 . 1 . 2 . F o r m u l a d e H u c k e r p a r a c r i s t a l v i o l e t a ( p a r a t e ñ i r )
b a c t e r i a s

- C r i s t a l v i o l e t a ; 2 g r .
-Etanol (95%) : 2 0 m i .
- O x a l a t o d e a m o n i o 1 % ( W / V ) a c u o s o : 8 0 m i .
- D i s o l v e r e l c r i s t a l v i o l e t a e n e l e t a n o l . A ñ a d i r

l u e g o e l . o x o l a t o d e a m o n i o y d e j a r r e p o s a r
4 8 h o r a s a n t e s d e u s a r .

p o r

8 . 1 . 3 . F ó r m u l a d e L o e f fl e r p a r a m e t i l e n - b l u e ( p a r a t e ñ i r
b a c t e r i a s )

- M e t i l e n b l u e c h l o r i d e : 1 . 6 g r .
- E t a n o l 9 5 % ( V o l / V o l ) : 1 0 0 m i .
- H i d r ó x i d o d e p o t a s i o 0 . 0 1 % ( W / V ) a c u o s o ; 1 0 0 m i .
- P r e p a r a r u n a s o l u c i ó n s a t u r a d a d e m e t i l e n b l u e

a l c o h o l . S e a g r e g a 3 0 m i d e é s t a a l h i d r ó x i d o
d e p o t a s i o .

S i l a s c é l u l a s n o t i ñ e n c o n n i n g u n a d e e s t a s m e z ¬
c l a s , e n t o n c e s u s a r c a r b o f u c s i n a .

M o n t a j e s p e r m a n e n t e s d e b a c t e r i a s d e b e n s e r p r i ¬
mero aclarado en Xyléno ycolocados luego en una
gota de bálsamo de Canadá.

a l g u n o s M E T O D O S D E T I N C I O N

M é t o d o d e H u c k e r p a r a t i n c i ó n p o s i t i v a

- S o l u c i ó n A :

C r i s t a l v i o l e t a ( c e r t i fi c a d o 9 0 % d e c o n t e n i d o s e c o ) :
2 . 0 g r .
E t a n o l 9 5 % ( Vo l / Vo l ) . : 2 0 m i .

- s o l u c i ó n B :

9 .

9 . 1 .

O x a l a t o d e a m o n i o : 0 . 8 g r .
Agua destilada : 80 mi. ^
Mezclar soluciones AyB.. Almacenar po^ 24 horas
yfiltrar através de papel antes de usar.

- M o r d i e n t e s :

Yodo :1 . 0 9 ^ ‘
Po tas io de yodo :2 .0 g r.
A g u a
se colocan el yodo yyoduro de potasio en un mor¬
tero, se agrega el agua lentamente, revolviendo
continuamente hasta que el yodo se disuelva,
guarda en frascos ambar,

- S o l v e n t e p a r a d e c o l o r a r :

Etanol 95% (Vol /Vol)

-Retinción (counterstain):

d e s t i l a d a : 3 0 0 m i .

S e

Safranina 0(2.5% w/vi)
1 0 m i .
A g u a d e s t i l a d a :

95% (Vol /Vol ) e tanol :e n

1 0 0 m i .

J



P r o c e d i m i e n t o :

- S e s i i m e r g e e l m o n t a j e s e c o p o r 1 m i n . e n e l c r i s ¬
t a l v i o l e t a .

-Se lava en agua corriente suave por 2segundos.
—Se sumerge el montaje en el mordiente de yodo por

1 m i n .

-Se lava en agua co r r i en te po r 2seg .
c o n p a p e l a b s o r v e n t e .

-Sumerge en etanol 95% por 30 segundos con agita -
c ión yse seca con papel absorvente.

-Se sumerge en el counterstain por 10 segundos.
-Se lava con agua corriente, suavemente hasta __

desaparezca el color yse seca con papel absorven
te. -

—Bacter ias gram negat ivas se ven azu les ov io le ta .

M é t o d o d e Z i e h l - N i e l s e n

y s e s e c a

a u e

9 . 2 . p a r a t i n c i ó n n e g a t i v a r á p i d a

- C o l o r a n t e f u c s i n a :
F u c s i n a b á s i c a 0 . 3 g r s .
E t a n o l 9 5 % ( V o l / V o l ) : 1 0 m i .
C r i s t a l e s d e f e n o l d e r r e t i d o s a l c a l o r : 5 m i .
A g u a d e s t i l a d a ; 9 5 m i .

Se disuelve la fucsina básica en el etanol,
g a e l f e n o l d i s u e l t o e n a g u a ,
r e p o s a r p o r v a r i o s d í a s .

- S o l v e n t e p a r a d e c o l o r a r ;

E t a n o l 9 5 % ( V o l / V o l ) : 9 7 m i .
A c i d o h i d r o c l é r i c o ( c o n c e n t r a d o ) : 3 m i .

- C o n t r a t i n c i é n ( c o u n t e r s t a i n ) :

M e t i l e n b l u e c h o r i d e : 0 . 3 g r .
A g u a d e s t i l a d a : 1 0 0 m i .

P r o c e d i m i e n t o ;

s e a g r e
S e m e z c l a y s e d e j a

F i l t r a r a n t e s d e u s a r .

t

sumergir el montaje seco en la carbofucsina.
Calentar cuidadosamente el montaje con mechero, has
ta que este caliente pero no hirviendo; dejar así"
p o r 5 m i n . , c a l e n t a n d o a m e d i d a
t a n d o .
L a v a r c o n c o r r i e n t e s u a v e d e

q u e s e v a y a n e c e s i -

. ,. , , ^ a g u a c o r r i e n t e e n f o r ¬
ma indirecta, hasta que desaparezca el color,
sumergir en el solvente decolorante, lavar inmedia-
t^ente con agua corriente. Repetir la decolora -
cién ylavado hasta que el montaje se vea rosado,
sumergir en el counterstain por 20-30 seg.
Lavar con agua corriente, secar con papel absorven¬te. ^
E x a m i n a r .

Bacter ias gram negat ivas

M é t o d o d e G i e m s a

s e v e n r o j a s ,

¿ a r a c o l o r e a r r i c k e t s i a s9 . 3 .

-Solución :polvo de Giemsa =0.5 grs +Clicerol =
33 mi +metanol absoluto =33ml. Se disuelve el
polvo de Giemsa en glicerol a55-60°C por 1.5 -2.0
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S e a g r e g a e l m e t a n o l , s e m e z c l a b i e n y s eh o r a s ,

d e j a r e p o s a r .
S e a l m a c e n a a t e m p e r a t u r a a m b i e n t e .

P r o c e d i m i e n t o ;

S e c a r l a p l a c a a l a i r e , fi j a r e n m e t a n o l a b s o l u t o
p o r 5 m i n u t o s y s e c a r a l a i r e . C u b r i r e l m o n t a j e
c o n t i n c i ó n d e G i e m s a r e c i é n p r e p a r a d a p o r 1 h o r a .
L a v a r c o n e t a n o l 9 5 % , s e c a r a l a i r e y e x a m i n a r . .

SOLUCIONES PARA RELAJAR, PRESERVAR, ACLARAR YMONTAR
E S P E C I M E N E S .

S o l u c i ó n p a r a R E L A J A R e s p e c í m e n e s o p a r t e s .

1 0 .

1 0 . 1 .

F L U I D O D E B A R B E R
- A l c o h o l e t í l i c o a l 9 5 %
-Agua
-Acetato de étilo
-Benzeno

9 5 c c

5 0 c c
2 0 c c

7 c c

S o l u c i o n e s p a r a P P J I S E RVA R i n s e c t o s y o t r o s a r t r ó p o d o s .

S O L U C I O N D E H O O D
- 7 0 - 8 0 % d e a l c o h o l e t í l i c o
-Glicerina

1 0 . 2 .

A .
9 5 c c

5 c c

SOLUCION DE KAHLE
- A l c o h o l e t í l i c o a l 9 5 % . . . .
-Formaldehido
-Acido acético glacial
-Agua

SOLUCION ALCOHOLICA DE BOUIN
-Alcohol etílico 80%
-Formaldehido
-Acido acético glacial
-Acido pícrico

j^^-^odo para CLARIFICAR

B .
3 0 c c

1 2 c c
4 c c

6 0 c c

C .
1 5 0 c c

6 0 c c
1 5 c c

1 g r

1 0 . 3 .

LOS especímenes oscuros pueden ser montados en
placas después de clarificarlos, la sustancia más
usada es hidróxido de potasio (KOH) ysolución
N e s s b i t t .

Cuando se use KOH se puede lavar e l exceso con
agua (preferiblemente con un poco de ácido acé¬
t i c o ) ●
LOS especímenes aclarados en solución de Nessbitt
pueden ser transferidos directamente al medio de
m o n t a j e .
El KOH usado es de 10 a15%.

SOLUCION DE NESBITT

- H i d r a t o d e d o r a l
- A c i d o c l o r h í d r i c o
- A g u a d e s t i l a d a . . .

, 4 0 g r s .
. 2 . 5 c c
2 5 a 5 0 c c

c o n c e n t r a d o

●t/tviv?:;’
L a m u e s t r a s e p u e d e h e r v i r e n

u l
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aclaramiento, pero puede dañarse el espécimen, requie
r e d e v a r i a s h o r a s , d í a s o m á s .
La solución de Nesbitt es usada sin calentar yrequi^

de pocas horas opocos días.
Método para CLARIFICAR ácaros.

A . S O L U C I O N D E L A C T O F E N O L

- 50 partes de ácido láctico
- 25 partesde fenol
- 25 partesde agua destilada

B . S O L U C I O N D E V I T Z T H U M

9 partesde fenol
- 10 partes de hidrato de doral

1 p a r t e d e a g u a d e s t i l a d a

El proceso de aclaramiento de los ácaros puede durar
de 2a3días, omás según el grado de esclerotiza
c i ó n d e l o s e s p e c í m e n e s .

Medio permanente para MONTAJE de placas.

h i d r a t o d e c l o r a l d e H O Y E R

r e

1 0 . 4 .

1 1 .

5 0 c e

3 0 g r
2 0 0 g r

2 0 c c

-Agua
-Goma arágiba
- H i d r a t o d e c l o r a l
-Glicerina

sellante se puede usar esmalte de uñas obálsa-
a m p a r o l . .

C o m o
m o

d e c l o r a l d e H O Y E R ( p r e p a r a c i ó n )

La Goma arábiga se diliye en agua destilada al calor(sin llegar ala ebullición ), al calentar se puede
agregar 10-15 cc de agua adicional; se filtra usando
oapel filtro uhojas de pañuelos de papel., la solu -
ción final debe ser de aproximadamente 3Ó' cc y

aspecto ligeramente turbio, sin presencia ^
tales. La mezcla de hidrato de cloral yla gliceri¬
na con le gonia se hace al enfriarse completamente
é s t a .

H i d r a t o

c o n

d e c r i s

♦
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