
Manual abreviado para el estudio de la nosemosis en 

Apis mellifera 

Elaborado por integrantes del Grupo de Estandarización de Técnicas de la 

Sociedad Latinoamericana de Investigación en Abejas y RED CYTED 

COLMENA: Belén Branchiccela1, Adriana Pacini2, Daniela Arredondo1, Melisa 

Garrido3, Martín Porrini3. 

1. Departamento de Microbiología. Instituto de Investigaciones Biológicas Clemente Estable 

(IIBCE). Av. Italia 3318. Montevideo, Uruguay. 

2.Consejo Nacional de Investigaciones Científicas y Ténicas-Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria EEA Rafaela, Santa Fe, Argentina. 

3. Centro de Investigación en Abejas Sociales (CIAS). Instituto de Investigaciones en Producción 

Sanidad y Ambiente (IIPROSAM) CONICET-CIC-Universidad Nacional de Mar del Plata.Buenos 

Aires. Argentina. 

 

 

Aclaración: Parte del material ha sido traducido y adaptado a partir del capítulo 

del manual de técnicas “Beebook”: “Métodos estándar para la investigación 

sobre Nosema”. 

Autores: Ingemar Fries, Marie-Pierre Chauzat, Yan-Ping Chen, Vincent Doublet, 

Elke Genersch, Sebastian Gisder, Mariano Higes, Dino P McMahon, Raquel 

Martín-Hernández, Myrsini Natsopoulou, Robert J Paxton, Gina Tanner, Thomas 

C Webster and Geoffrey R Williams. Journal of Apicultural Research 52(1): 

(2013). 

 

 

 

  



 

 

2 
 

 

 

Resumen 

Éste es un manual básico y práctico de estandarización de técnicas para el 

estudio a nivel de laboratorio y de campo de Nosema spp. Su objetivo es resumir 

las técnicas vinculadas al estudio de este microsporidio, que serán usadas en 

una primera instancia por los grupos de trabajo de SOLATINA. La selección de 

las mismas se realizó teniendo en cuenta 1) su practicidad al momento de ser 

aplicadas por la mayoría de los laboratorios vinculados a la investigación en 

abejas de Latinoamérica, 2) que los resultados obtenidos tras su aplicación sean 

fácilmente comparables entre laboratorios y que dicha comparación sea 

confiable, y 3) las actividades propuestas para los proyectos a corto plazo 

planteados en el marco del II Workshop de SOLATINA realizado en Montevideo, 

Uruguay en julio de 2018. Es por esto, que en esta primera versión del manual 

se incluyen técnicas que describen la toma de muestras a nivel de campo, 

traslado y conservación, determinación de niveles de infección y determinación 

de especies. A medida que se avance con las actividades y se obtenga 

experiencia en la implementación de estas técnicas a nivel de Latinoamérica, se 

espera que este manual vaya adaptándose, incorporando modificaciones y 

sumando nuevos abordajes metodológicos. Asimismo, en algunas secciones se 

incluyen conceptos básicos traducidos de forma prácticamente textual del 

capítulo del Beebook previamente mencionado. Todos los comentarios y aportes 

que puedan mejorar la calidad y utilidad de este manual pueden enviarse al mail 

solatina2017@gmail.com. 
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1. Introducción 

Desde la descripción de Nosema apis en la primera parte del siglo pasado 

(Zander, 1909), la enfermedad de Nosemosis de las abejas ha sido considerada 

como un obstáculo serio para la apicultura en climas templados (Fries, 1993). 

Con la detección del nuevo parásito Nosema ceranae en abejas europeas (Higes 

et al., 2006), originalmente descrito a partir de la abeja asiática Apis cerana (Fries 

et al., 1996), la necesidad de investigación en este campo se ha vuelto urgente. 

En particular, los primeros informes sobre los efectos de este nuevo parásito 

sugieren un impacto más grave en la salud de las colonias en comparación con 

las infecciones por N. apis (Higes et al., 2008a). Luego del taller COLOSS 

“Enfermedad de Nosema: falta de conocimiento y estandarización del trabajo” en 

Guadalajara (19-22 de octubre de 2009), se recopilaron datos sobre la 

heterogeneidad de los métodos utilizados en la investigación de Nosema en 

diferentes laboratorios de Europa y Estados Unidos. Esta encuesta mostró las 

condiciones experimentales ampliamente heterogéneas aplicadas en los nueve 

laboratorios participantes. 

Nosema apis, el histórico parásito microsporidio de las abejas melíferas 

europeas, puede disminuir la longevidad de las obreras y causar pérdidas 

considerables en la colonia en invierno (Fries, 1993). Los efectos de las 

infecciones por N. apis en las colonias de abejas han sido ampliamente 

documentados (Fries, 1993). Esta enfermedad se caracteriza (en formas 

agudas) por temblores en las abejas o abejas muertas alrededor de la colmena. 

Las abejas también pueden exhibir el abdomen dilatado y a menudo se 

encuentran marcas fecales de color marrón en los cuadros y en la parte frontal 

de las colmenas. Además, las colonias muy infectadas tienen una disminución 

en la producción de crías y un crecimiento lento, particularmente en primavera 

(Bailey, 1955; OIE, 2008). Aunque N. apis está correlacionada con la mortalidad 

invernal de las colonias infectadas, la enfermedad también aparece sin causar 

pérdidas de colonias (Bailey, 1955).  

Se cree que N. ceranae se introdujo en las últimas décadas desde A. cerana 

hacia las abejas europeas (Higes et al., 2006; Martín-Hernández et al., 2007; 

Klee et al., 2007; Paxton et al., 2007; Chen et al., 2008; Williams et al., 2008; 

Invernizzi et al., 2009; Currie et al., 2010; Botías et al., 2011). Se ha descrito que 

los síntomas a nivel de colonias producidos por infecciones con N. ceranae son 

diferentes de N. apis (Higes et al., 2008; 2009). En el sur de Europa se ha 

observado un despoblamiento gradual de abejas adultas, una mayor mortalidad 

en las colonias de otoño / invierno y, finalmente, se ha encontrado la reina 

rodeada de abejas jóvenes (Higes et al., 2006; 2008; 2009), mientras que tales 

síntomas o efectos graves no se han observado en otras regiones de climas  
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templados (Gisder et al., 2010a) ni en Sudamérica (Invernizzi et al., 2009) o Norte 

América (Williams et al., 2011; Guzman-Novoa et al., 2010). Posiblemente, las 

diferencias en las subespecies de abejas melíferas, las condiciones de forrajeo, 

las prácticas agrícolas, las diferencias en las prácticas de manejo de la colmena 

u otros factores abióticos o bióticos pueden contribuir a la variación en los 

síntomas descritos para las infecciones por N. ceranae en diferentes regiones 

del mundo. Debido a que la detección de N. ceranae en las abejas melíferas 

europeas coincidió con las pérdidas a gran escala de colonias de abejas en todo 

el mundo, los datos sobre la patología y el manejo de este parásito son de gran 

interés. 

La dinámica temporal de las infecciones por N. apis en climas templados ha sido 

descrita por muchos autores (White, 1919; Borchert, 1928; Michailoff, 1928; 

Bailey, 1955; Furgala y Hyser, 1969; Furgala y Mussen, 1978), con un patrón 

similar en los hemisferios norte y sur (Doull y Cellier, 1961). En resumen, la 

infección típica exhibe una baja prevalencia durante el verano, un pequeño pico 

en el otoño y un lento aumento de la infección durante el invierno. En la 

primavera, las infecciones aumentan rápidamente, mientras que las 

posibilidades de vuelo aún son limitadas. Hay pocos datos sobre la dinámica 

temporal de las infecciones por N. apis en climas tropicales o subtropicales, pero 

la infección parece estar presente con un bajo impacto en la aptitud de la colonia 

(Wilson y Nunamaker, 1983) y probablemente sin la dinámica temporal 

pronunciada observada en climas templados (Fries et al., 2003). Para N. 

ceranae, se han realizado pocos estudios a largo plazo sobre la dinámica 

temporal de esta infección en colonias de abejas. Los estudios del centro de 

España sugieren una variación mucho menor en la prevalencia de la infección 

durante la temporada de N. ceranae en comparación con lo que se ha descrito 

para N. apis (Higes et al., 2008a). Sin embargo, se ha documentado un claro 

efecto estacional en la prevalencia de la enfermedad, con una mayor prevalencia 

y niveles de infección al inicio de la temporada en el este de EE. UU. (Traver y 

Fell, 2011; Traver et al., 2012) y en colonias no tratadas de Canadá (Williams et 

al. al., 2010; 2011). Existe una necesidad urgente de estudios a largo plazo de 

la dinámica temporal de las infecciones por N. ceranae en diferentes condiciones 

climáticas. A nivel de Sudamérica, existen datos publicados de la presencia y 

distribución de ambos microsporidios infectando la abeja A. mellifera en Chile, 

Uruguay, Argentina, Venezuela y Brasil. En estos países, N. ceranae es el 

microsporidio predominante o el único detectado en las muestras analizadas 

(Klee et al., 2007; Medici et al., 2011; Sarlo et al., 2011; Mariani et al., 2012; 

Martínez et al., 2012; Rodríguez et al., 2012; Santos et al., 2014; Antúnez et al., 

2015; Anido et al., 2016; Pacini et al., 2016, Porrini et al., 2017; Guimarães-

Cestaro et al., 2017; Teixeira et al., 2018). También se ha reportado la presencia 

de este microsporidio en especies de la tribu meliponini (Porrini et al., 2017). En  
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Uruguay, N. ceranae tiene una variación estacional tanto a nivel de prevalencia 

como intensidad de infección, muy similar a la descripta para el hemisferio norte 

(Antúnez et al., 2015), mientras que en Argentina, la prevalencia anual en los 

apiarios productivos así como las curvas de esporulación son variables 

dependiendo de la ecorregión que se estudie (Pacini et al., 2016, Porrini et al., 

datos no publicados).  

Para realizar estudios tendientes a analizar los efectos del parásito en el campo 

con colonias de tamaño completo, se deben hacer varias consideraciones, como 

dónde muestrear, con qué frecuencia muestrear y también el tamaño de las 

muestras. Encontramos, por ejemplo, que los tamaños de muestra a menudo 

son demasiado pequeños para satisfacer un nivel de precisión diagnóstica 

estadísticamente razonable (Fries et al., 1984).  

De manera similar, las pruebas de laboratorio que utilizan abejas en jaulas, a 

menudo se emplean para investigar el desarrollo intra-hospedador de 

Nosema(ej., Higes et al., 2007; 2010; Martín-Hernández et al., 2009; Forsgren 

and Fries, 2010), los efectos del parásito en el hospedador; mortalidad (ej., 

Paxton et al., 2007), inmunidad (ej., Antúnez et al., 2009) y fisiología (ej., 

Dussaubat et al., 2010; Mayack y Naug, 2009; Martín-Hernández et al., 2011), 

como así también, para probar la eficacia de los posibles tratamientos de control 

(ej., Maistrello et al., 2008; Higes et al., 2011). Al diseñar experimentos en jaulas, 

los investigadores generalmente deben controlar una serie de variables, desde 

la selección de los sujetos de estudio (ej., parásitos y cepas huésped) hasta el 

entorno experimental (ej., condiciones de la cámara de cría, calidad y cantidad 

de alimentos). Aunque las decisiones generalmente no ponen en peligro el rigor 

científico de un estudio, pueden afectar profundamente los resultados y dificultar 

las comparaciones con estudios similares e independientes. Una consideración 

importante es que la mayoría de los datos actuales sobre Nosemase obtuvieron 

de experimentos con N. apis. Ahora se necesita la misma investigación para N. 

ceranae con el fin de evaluar las similitudes y diferencias entre las dos especies. 

Aquí discutimos algunos factores importantes que los investigadores deben tener 

en cuenta al estudiar el sistema Nosema-abeja utilizando experimentos de 

campo y de laboratorio.  
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2. Métodos de trabajo en condiciones de campo  

2.1. Infección a nivel colonial 

El grado de infección de Nosema spp. en una colonia se ha descrito más 

comúnmente a través del número promedio de esporas por abeja en una muestra 

combinada (pool de abejas) (Cantwell, 1970; OIE, 2008). Sin embargo, algunos 

estudios sugieren que la mejor manera de determinar el grado de infección es 

estimar la proporción de abejas infectadas en la colonia (L'Arrivee, 1963; Doull, 

1965; Higes et al., 2008a; Botías et al., 2012a). Existe una buena correlación 

entre la proporción de abejas infectadas y el número promedio de esporas en un 

pool de abejas (Fries et al., 1984), pero no en todos los casos (Higes et al., 

2008a). Evaluar la proporción de abejas infectadas es más laborioso que contar 

el número de esporas en una muestra en pool, por lo que el muestreo en pool 

probablemente seguirá siendo una herramienta importante para cuantificar las 

infecciones en colonias. Debido a que existe una amplia variación en el número 

de esporas encontradas en abejas individuales en muestras en pool, cuando se 

necesita una mayor precisión, aún puede ser motivador investigar la proporción 

de abejas infectadas. La mayor proporción de abejas infectadas se encuentra en 

las abejas pecoreadoras (Higes et al., 2008a, b; Botías et al., 2012a, b; Meana 

et al., 2010; Smart y Sheppard, 2011), ya que son las abejas donde el 

microsporidio ha alcanzado una mayor explosión en su ciclo infectivo (El-Shemy 

y Pickard, 1989). Sin embargo, estudios recientes sugieren también la 

importancia de determinar la proporción de abejas nodrizas infectadas para 

establecer la viabilidad y el impacto de la infección en las colonias (Botías et al., 

2012a).  

 

2.1.1. Toma de muestras 

Para el diagnóstico y la detección de colonias infectadas con Nosemaspp., las 

abejas melíferas más longevas deben ser la población objetivo (Meana et al., 

2010; Smart y Sheppard, 2011). Las abejas pecoreadoras pueden ser 

muestreadas en la entrada de la colmena. Para esto, tapar la piquera (por 

ejemplo con polifón, gomaespuma etc), esperar a que las abejas pecoreadoras 

se acumulen en la entrada y tomar la muestra utilizando un frasco, con 

aspiradora o pinza. Con el objetivo de evitar tomar muestras de abejas jóvenes 

realizando vuelos de reconocimiento o higiénicos, evitar las primeras horas de la 

mañana. Un aspecto importante a tener en cuenta, es no interferir en la llegada 

de las abejas a las colonias ya que es muy común que se produzca deriva de 

abejas. Por lo tanto, colocar el material “tapa piquera” y retirarse hasta el 

momento de la toma de la muestra. 
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Durante condiciones de escaso vuelo o ausencia del mismo (días fríos o 

lluviosos), las abejas de mayor edad aún deben ser la población objetivo para el 

diagnóstico: para evitar el muestreo de abejas recién emergidas, comúnmente 

no infectadas, las muestras deben tomarse de los cuadros periféricos al área de 

cría, o en las alzas melarias. 

A tener en cuenta: en estudios longitudinales o cuando se debe monitorear 

muchas colmenas, procurar realizar los muestreos siempre en el mismo período 

del día (ej. mediodía, tarde), y el mismo tipo de muestra (pecoreadoras o de 

cuadros periféricos al nido de cría) de forma que los resultados sean 

comparables. No reutilizar frascos a menos que los mismos sean esterilizados y 

correctamente higienizados. 

 

2.1.2. Traslado y almacenamiento 

Una vez que las muestras son tomadas, trasladarlas inmediatamente al 

laboratorio. Se pueden almacenar en el congelador (-20°C) o en etanol y frío 

(4°C en la medida de lo posible) hasta su posterior procesamiento. 

 

2.1.3. Estandarización de ensayos de campo  

2.1.3.1. Selección de colonias  

Uno de los problemas principales al momento de diseñar ensayos en campo con 

colonias de abejas, es la gran variación natural en tamaño, productividad o 

comportamiento que existe entre ellas. Por lo tanto,en estos casos, es 

aconsejable minimizar tales variaciones y, si se espera una variación 

considerable, aumentar el número de colonias involucradas. Algunas 

recomendaciones para tener en cuenta en los diseños experimentales: 

● Siempre tratar de utilizar colonias con reinas de la misma edad y en lo 

posible reinas hermanas. En caso de que esto no sea posible, registrar la 

edad de la reina. 

● Considerar el estado general de las colmenas mediante la 

estandarización, utilizando la fortaleza: cuadros con abeja, cría, polen y 

miel. 
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2.1.3.2. Parámetros para registrar  

El tipo de datos que se recopilarán durante los experimentos de campo variará 

según el objetivo del estudio. Los estudios de campo a menudo implican la 

observación de colonias y el desarrollo de enfermedades en relación con 

diferentes tratamientos o prácticas de manejo. Por lo tanto, es recomendable 

informar siempre sobre ciertos parámetros estándar, si es posible, para la 

interpretación de los datos. Tales parámetros incluyen:  

● Mortalidad dentro de la colmena (trampas para abejas muertas; ver el 

documento BEEBOOK sobre métodos misceláneos (Human et al., 2013))  

● Tamaño de las colonias y dinámica de la población (número de abejas y 

cantidad de cría, ver el documento elaborado por SOLATINA para la 

estandarización de estas técnicas basado en el capítulo del Beebook 

sobre estimación de la fortaleza de la colonia (Delaplane et al., 2013))  

● Signos clínicos de cualquier enfermedad.  

● Producción de miel. 

● Condiciones climáticas durante el experimento. 

● Subespecies de abejas utilizadas. 

● Prácticas de manejo específicas. 

 

3. Determinación del nivel de infección  

3.1. Proporción de abejas individuales infectadas 

Para la determinación de la proporción de abejas infectadas se utilizarán 30 

abejas por colmena. 

1. Colocar un abdomen por abeja por tubo conteniendo 500 ul de agua 

destilada estéril.  

2. Homogeneizar con varilla al menos con 10 presiones circulares. 

Asegurarse que todo el contenido abdominal sea liberado y los tejidos 

disociados. Si el volumen del tubo no permite agregar 500ul porque al 

introducir la varilla el volumen se desborda, colocar menos volumen, por 

ejemplo 200ul, luego de homogeneizado completar el volumen restante 

hasta llegar a los 500ul, y mezclar bien la suspensión.  El material de la  
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varilla es un factor importante a tener en cuenta para evitar contaminación 

entre muestras. Existen varillas de vidrio cuya superficie es menos rugosa, 

pero también pueden ser varillas de plástico o madera. Para asegurar que 

no hay contaminación, realizar controles cada 5 muestras en los cuales 

se coloca el agua pero no se coloca la abeja, y se introduce la varilla 

haciendo el procedimiento normal, para luego chequear la presencia de 

esporas en el microscopio. En la medida de lo posible, esterilizar las 

varillas entre muestras o al menos una vez que se cambia de tratamiento. 

3. Tomar 10ul (una gota) del homogeneizado y colocarlo en un portaobjetos. 

Cubrir con cubreobjetos. 

4. Observar mediante microscopía óptica 400X la presencia/ausencia de 

esporas en 10 campos. Una vez que se encuentra una espora, el 

resultado de la muestra es positivo. Si al finalizar 10 campos de 

observación, no se encuentran esporas, la muestra es negativa.  

5. Repetir el procedimiento con las restantes 29 abejas de la muestra.   

 

3.2. Nivel de infección en pool de abejas 

Los materiales necesarios se presentan en la figura 1.  

a. Procedimiento para el triturado: Descarte el conservante de la muestra 

mediante el uso de un colador/filtro permitiendo que escurra o colocándolo 

sobre un papel absorbente. Es importante descartar todo el líquido sin 

presionar la muestra para evitar pérdida de contenido intestinal. 

b. Separe el tórax del abdomen de 60 abejas, teniendo presente no 

comprimir el abdomen (Fig. 2). 

c. Prepare un contenedor con 1ml de agua (destilada o agua corriente) por 

cada abeja que haya procesado. Si se alcanzó a colectar 60 abejas para 

el análisis, el contenedor se preparará con 60ml. 

d. Triture en mortero los abdómenes, durante dos minutos, hasta alcanzar 

una pasta homogénea en la cual no puedan distinguirse estructuras de 

tejido particulares y asegúrese que el contenido intestinal esté 

completamente liberado y las carcasas abdominales completamente 

disociadas. Se recomienda iniciar el triturado con una mínima cantidad de 

agua (esta cantidad se tomará del volumen destinado al análisis) y utilizar  
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un mortero con capacidad no menor a 200ml y un pilón grande para 

reducir el tiempo de trabajo (Fig. 1).  

e. Agregue al material procesado 20ml de agua limpia (esta cantidad se 

tomará del volumen destinado al análisis) y continúe el triturado. 

f. Filtre el homogeneizado a un recipiente rotulado, de manera de retener 

solo los restos de tejido más grandes. Se recomienda utilizar un doble 

filtro incorporando a continuación de un colador común metálico, uno de 

acero inoxidable de malla fina (similar a los utilizados para colar té) (Fig. 

2). 

g. Agregue el volumen restante (aprox. 40ml) al mortero y resuspenda el 

tejido remanente ayudándose con el pilón. Luego, vuelque el contenido 

final a través del filtro doble, corroborando que no queden restos en el 

mortero y lavando el pilón con el mismo movimiento de líquido. Con el 

pilón, comprima suavemente contra el filtro grueso la totalidad de los 

restos de tejido (Fig. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 

12 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Material necesario para el procesamiento. 1. Mortero con pilón. 2. 

Filtros/coladores de malla metálica. 3. Filtros acoplados. 4. Contador manual 

para facilitar el recuento de esporas en microscopio. 
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Figura 2. Etapas de trituración para obtención de la muestra. 1-3. Sección de 

60 abdómenes 4-6. Inicio de trituración en seco hasta obtener pasta de 

fragmentos de tamaño homogéneo. 7. Agregado de una parte del volumen de 

líquido y continuación del triturado. 8. Primer filtrado del tejido triturado con los 

filtros acoplados. 9-12. Resuspensión, lavado y filtrado final del material 

remanente en mortero y pilón para la obtención de la muestra en el volumen 

final de 60 ml. 
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3.3. Análisis microscópico con cámara de conteo 

 

a) Tomar 10ul de lhomogeneizado por duplicado y colocar en hemocitómetro 

o cámara de Neubauer. Esperar a que las esporas se asienten. Visualice 

las características y dimensiones de la cámara de conteo en el siguiente 

link https://en.wikipedia.org/wiki/Hemocytometer 

b) Realizar la cuantificación del número de esporas en la muestra mediante 

microscopía óptica 400X BEEBOOK (Cantwell, 1970; Human et al., 2013). 

 

 

4. Identificación de especies de Nosema 

Para la caracterización de las especies de N. apis, N. ceranae y N. bombi existen 

protocolos basados tanto en microscopía como técnicas moleculares. Teniendo 

en cuenta las ventajas y desventajas de estos abordajes y con el objetivo de que 

se ejecuten de forma independiente del técnico y de forma estandarizada, a nivel 

de los proyectos de SOLATINA se utilizarán técnicas moleculares. 

Dentro de las ventajas que se destacan de las técnicas moleculares son su 

sensibilidad. Además, estas técnicas permiten detectar tanto esporas como 

formas vegetativas de Nosema, lo cual a nivel de microscopía no es posible. 

Las técnicas moleculares desarrolladas para la detección de Nosemaspp., en 

abejas son en general basadas en PCR (PCR convencional uniplex o multiplex, 

PCR-RFLP, PCR cuantitativo, etc) y existe una amplia variedad de primers 

específicos para la detección de N. apis, N. ceranae y N. bombi en la literatura 

(ver tabla adjunta tomada del capítulo del Beebook). Estudios previos han 

demostrado que los primers detallados en esta tabla tienen diferencias en cuanto 

a su especificidad y límite de detección (Erler et al., 2011). Además, el uso de 

distintos métodos moleculares o condiciones entre los distintos laboratorios 

puede llevar a inconsistencias. Por esta razón, se recomienda la optimización y 

ajuste de los protocolos de screening basados en PCR de acuerdo a las 

condiciones de los distintos laboratorios, objetivos de investigación y preguntas. 

Además, para permitir comparaciones entre laboratorios, es recomendable el 

análisis de homogenados de las mismas abejas infectadas por los distintos 

laboratorios, para evaluar diferencias en sensibilidad o establecer un umbral de 

sensibilidad de detección. Éste es un aspecto importante a abordar a nivel de 

SOLATINA y tendría que ser realizado en un futuro cercano.  

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Hemocytometer
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Tabla 1. Lista de juegos de primers disponibles para la detección de Nosemaspp 

en abejas mediante PCR. 

Nombre Referencia   Secuencia del Primer (5’-3’) locus uso 

Tamaño esperado 
del fragmento (bp) 

N.a. N.b N.c. 

218MITOC 
Martín-

Hernández et 
al. 2007 

fwd CGGCGACGATGTGATATGAAAATATTAA  
SSU rRNA qPCR     218-219 

rev CCCGGTCATTCTCAAACAAAAAACCG 

321APIS 
Martín-

Hernández et 
al. 2007 

fwd GGGGGCATGTCTTTGACGTACTATGTA 
SSU rRNA qPCR 321     

rev GGGGGGCGTTTAAAATGTGAAACAACTATG 

BOMBICAR 
Plischuket al. 

2009 

fwd GGCCCATGCATGTTTTTGAAGATTATTAT  
SSU rRNA PCR   101   

rev CTACACTTTAACGTAGTTATCTGCGG 

ITS Klee et al. 2006 
fwd GATATAAGTCGTAACATGGTTGCT 

ITS region PCR 120 120 120 
rev CATCGTTATGGTATCCTATTGATC 

N.b.a Erleret al. 2011 
fwd TGCGGCTTAATTTGACTC SSU 

rRNA/ITS 
PCR   511   

rev GGGTAATGACATACAAACAAAC 

Nbombi-SSU-
J 

Klee et al. 2006 
fwd CCATGCATGTTTTTGAAGATTATTAT 

SSU rRNA PCR   323   
rev CATATATTTTTAAAATATGAAACAATAA 

NOS 
Higeset al. 

2006 

fwd TGCCGACGATGTGATATGAG  
SSU rRNA PCR 240   252 

rev CACAGCATCCATTGAAAACG 

NosA 
Webster et al. 

2004 

fwd CCGACGATGTGATATGAGATG 
SSU rRNA PCR 209     

rev CACTATTATCATCCTCAGATCATA 

SSU-res Klee et al. 2007 
fwd GCCTGACGTAGACGCTATTC  

SSU rRNA PCR 402 402 402 
rev GTATTACCGCGGCTGCTGG 

NaFor 
Forsgren and 

Fries 2010 
fwd(a) CTAGTATATTTGAATATTTGTTTACAATGG b LSU rRNA qPCR 278     

NcFor   
fwd 
(c) 

TATTGTAGAGAGGTGGGAGATT         316 

UnivRev   Urev GTCGCTATGATCGCTTGCC           

Nosema Chen et al. 
2008 

fwd GGCAGTTATGGGAAGTAACA  SSU-rRNA generic 208   212 

  rev GGTCGTCACATTTCATCTCT           

N. ceranae Chen et al. 
2008 

fwd CGGATAAAAGAGTCCGTTACC SSU-rRNA PCR     250a 

  rev TGAGCAGGGTTCTAGGGAT           

N. apis Chen et al. 
2008 

fwd CCATTGCCGGATAAGAGAGT  SSU-rRNA PCR 401a     

  rev CACGCATTGCTGCATCATTGAC           

Nos-16S 
Stevanovicet 

al. 2011 

fwd CGTAGACGCTATTCCCTAAGATT SSU rRNA PCR 488   488 

rev CTCCCAACTATACAGTACACCTCATA           

Mnceranae-F Beebook fwd CGTTAAAGTGTAGATAAGATGTT SSU rRNA PCR       

Mnapis-F   fwd GCATGTCTTTGACGTACTATG         143 

Mnbombi-F   fwd TTTATTTTATGTRYACMGCAG       171   

Muniv-R   Urev GACTTAGTAGCCGTCTCTC     224     

SSUrRNA-f1b Tayet al 2005 Ufwd CACCAGGTTGATTCTGCCT SSU rRNA generic   ca.   

SSUrRNA-r1b   Urev TGTTCGTCCAGTCAGGGTCGTCA           
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Teniendo en cuenta la experiencia de algunos laboratorios, la especificidad y 

eficiencia de los primers reportada y su uso, en una primera instancia a nivel de 

SOLATINA, recomendaremos el uso de los primers descritos por Martín-

Hernández et al., 2007 que permiten la amplificación simultánea de dos 

fragmentos del ADNr 16S de N. apis y N. ceranae, siguiendo el protocolo 

publicado por estos autores con modificaciones menores. 

Dicho protocolo se detalla de forma resumida:  

Preparar la mezcla de reacción en un volumen final de 25 ul: 

-3 mM MgCl2 

-0,4 uM primer N. apis F 

-0,4 uM primer N. apis R 

-0,4 uM primer N. ceranae F 

-0,4 uM primer N. ceranae R 

-0,4 uM dNTPs 

-1U Taq polymerasa 

-1X Buffer 

-2,5 ul ADN 

-Completar el volumen final de 25 ul con agua para PCR 

 

Programa de ciclado: 

1 min a 94°C 

10 ciclos de 15 seg a 94°C 

30 seg a 61,8°C 

45 seg a 72°C 

20 ciclos de 15 seg a 94°C 

30 seg a 61,8°C 

50 seg a 72°C aumentando 5 seg por ciclo 

7 min a 72°C 

 

Analizar los productos obtenidos mediante electroforesis en gel de agarosa al 

2%. 

El tamaño esperado del producto correspondiente a N. apis es de 320 pb y a N. 

ceranae es de 218 pb. 
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