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Disefio y puesta a punto de una PCR en tiempo real para la
deteccion de las variante del virus de las alas deformadas en Apis
mellifera
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Las abejas meliferas (Apis mellifera) son reconocidas como uno de los
polinizadores mas importante del mundo. Mdltiples factores, como la pérdida del
ecosistema, la aparicion de agentes infecciosos, y la interaccion con el acaro
Varroa destructor han ocasionado una constante disminuciéon de su poblacion
desde hace mas de 20 afios. Dentro de los posibles causales de enfermedad el
virus de alas deformadas (DWV) ha sido reportado como uno de los factores que
producen perdida de colmenas. Hasta el momento se han reportado 4 variantes
de este virus (A-B-C-D). En Argentina se han reportado a la fecha las variantes
Ay B, siendo la variante B la mas patogénico segun varios autores. No obstante,
la variante D solo fue detectada en Egipto por lo que no se tuvo en cuenta en
nuestro estudio. El objetivo del trabajo fue disefiar una PCR en tiempo real
especifica para diferenciar las variantes A, B y C del virus DWV en colonias de
abejas meliferas. Entre agosto y diciembre de 2023 se colectaron 52 muestras,
al azar, de 6 colmenares de las provincias Buenos Aires, Cérdoba y Entre Rios
conteniendo cada una 50 individuos. Para evitar la degradacion del ARN fueron
preservadas en conservadoras en el campo y posteriormente almacenadas en el
laboratorio a -80 °C hasta su procesamiento. A partir de ellas, se realizé un
screening por RT-Multiplex PCR previamente disefiada para detectar el ARN
viral de los 7 virus mas cominmente detectados en nuestro pais incluyendo al
DWV. Con el fin de diferenciar las variantes A, B y C del virus DWV se disefiaron
primers especificos mediante un alineamiento multiple de secuencias utilizando
el software Clustal X. Estos fueron desarrollados a partir de secuencias de las
distintas variantes previamente reportadas en el GenBank. Posteriormente, se
realizé el disefio y puesta a punto de una PCR en tiempo real teniendo en
cuenta los parametros criticos para la amplificacion (concentracion de MgCI2 y
primers y distintas temperaturas de annealing). Sola las muestras previamente
positvas a DWV fueron analizadas para determinar a que variante
correspondian, y subsecuentemente fueron confirmadas por secuenciacién. El
analisis individual de cada colonia por RT-PCR Multiplex revelo doce resultaron
positivos al virus de DWV. Al analizar estas muestras por la PCR en tiempo real
se pudo determinar que 5 muestras fueron positivas a DWV-A, 4 a DWV-By 3
muestras presentaron coinfecciones con las variantes A y B, mientras que la
variante C no fue detectada. Se logro desarrollar una PCR en tiempo real que



permite detectar y tipificar de manera sencilla las variantes A, B y C del virus de
las alas deformadas. Mediante el uso de esta técnica, se detectdé un 23% de
incidencia del virus de las alas deformadas, con una proporciéon similar entre las
variantes DWV-A y DWV-B e incluso la presencia de coinfecciones por ambas
variantes. En ninguna de las colmenas muestreadas se detect6 signologia
clinica caracteristica de esta enfermedad.



