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Buenas précticas de muestreo

Visita al colmenar

e Toma de muestras para buscar :
» Tasa de infestacion de varroa
» Varroosis
DWV & ABPV
Loque Americana
Loque Europea
Nosemosis
Paralisis crénica
Aethina tumida, Tropilaelaps spp
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e |dentificacion de las muestras
e Conservacion de las muestras
e Envio al laboratorio

e Averiguar porqué las muestras han sido rechazadas
por el laboratorio
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Resumen

Introduccion

Diferentes tipos de muestras
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Conservacion de muestras

Envio de la muestra al laboratorio



INTRODUCTION

Diferentes tipos de muestras dependiendo de las
visitas



. ¥ GOBERNG  MINISTERIO
Pl DEESPANA  DE AGRICULTURA ALIMENTACION
A a ¥ MEDIO AMBIENTE

Objetivos comunes en las diferentes
visitas
Colonias enfermas

e Signos clinicos en cria:
Loque Americanay Europea
Varroosis

e Signos clinicos en abejas adultas:
Paralisis cronica
Nosemosis
Varroosis

e Artopodos exadticos

Pequeno escarabajo de la colmena
Tropilaelaps spp.



Objetivos especificos para cada visita

1. Visita antes del periodo invernal: (A12)

Medida de |a tasa de infestacion de varroa por colmenar
Infeccion de ABPV y DWV

2. Visita después del periodo invernal: (?13)
Estimar la tasa de mortalidad invernal

3. Visita durante la estacion de produccion de miel:
(?13)

Estimar la tasa de mortalidad a mitad de temporada
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La calidad de los resultados analiticos depende
de:

> La calidad de las observaciones




DIFERENTES TIPOS DE MUESTRAS

Abejas adultas, cria....
Sintomaticas o no
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Antes de la visita

e Asegurarse de que todo el
equipo esta completo

e Preparar el material para
ser rapido y eficiente en el
colmenar (las condiciones
no son siempre optimas)

» Ej: Contenedores para
muestras sistematicas
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Material de inspeccion

»~ Sobres, cajas de cartdn y/o frascos para las muestras de abejas
» Grapadora para cerrar los sobres

» Cuchillo o escalpelo para cortar los panales de cria

» Cajas de cartén y papel para las muestras de cria

» Tubos Eppendorf con alcohol ultra puro (99%); para parasitos
sospechosos

» Tubos Eppendorf y espdtulas de plastico de un solo uso para toma de
muestras de cria




Material de inspeccion (2)

»~ Dispositivo para identificacion de las muestras (rotulador resistente al
agua)

» Dispositivo para identificacion de colmenas (rotulador resistente al
agua o crotales)

» Guantes de un solo uso XL

» Desinfectante para el material después de su uso. Evitar el uso de
Iéjia como desinfectante dada su capacidad de destruccion virica
podria aferctar a la deteccion de virus.




Aspectos practicos de la visita

1. Presentar el proyecto al apicultor y recoger los datos
generales del colmenar.

2. Investigacion externa general del apiario.

3. Seleccion al azar de y colonias, identificar (marcar) las
seleccionadas (solo en la visita 13)

4. Investigacion externa e interna de las colonias
seleccionadas + toma de muestras.

5. Fin de la visita.

Durante la visita:

1 persona rellena el formulario, preparay
numera los contenedores de las
muestras/sobres.

* La otra persona maneja las muestras
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" Investigacidn general externa del
apiario

Antes de abrir las colmenas,
observar:

» La actividad del colmenar.

» Las abejas que no pueden
volar

» La piquera (signos clinicos)
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Investigacion externa de las colonias

Antes de ahumar las abejas ) investigaciones externas

éHay abejas muertas?
é Muestran desordenes de conducta®?
éTienen alguna anormalidad morfologica?

éSe observan diarreas? ,
Nota: la eliminacion de zanganos es un fendmeno normal en verano
Si hay signos clinicos: muestrear 30 abejas.

2
a» Si solo abejas muertas sin signos clinicos:
“’\. muestrear 60 abejas muertas.

> |
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Piquera ocupada

.
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e Barba

e Rechazo

e Agresion

e Congestionada
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Piquera ocupada

e Expulsion
e Agresion

SRS
o

Expulsidn, agresidon + temblor/ o abejas negras+mortalidad = paralisis crénica
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Piquera después de la visita
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Mortalidad de abejas
adultas

e Fuera de las colmenas
e Es requerida valoracion



Cuidado con la visibilidad de acuerdo
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Muestreo abejas adultas
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Muestras de abejas sintomaticas (o muertas) (1)

e Abejas sintomaticas vivas al menos 30

e Abejas muertas
(si no hay suficientes vivas < 10) recoger al menos 30
Preferiblemente 60 (recién muertas)

* Recoger en ENVASES DIFERENTES

Si muertas:
evitar las abejas podridas
evitar las abejas secas
<1 semana
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Muestras de abejas sintomaticas (o muertas) (3)

e Embalaje:

» Pequenos contenedores de
plastico (40 ml) - Bl

e ¢Como muestrear las abejas?

» Recoger con pinzas o con la mano

» Recoger las abejas una a una:
minimo 30

» Lleva tiempo pero es fiable.

Evitar aplastar las abejas
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Investigacion interna de las colonias

seleccionadas

Observar las abejas, lacriay |
el fondo de la colmena:

Observar todos los cuadros:
sacarlos para identificar
cualqmer presencia de
sintoma en la cria + abejas.

Rellenar el formulario
Preferible dos personas

Si signos clinicos tomar muestra
Abejas y/o cria y/o pardsitos



Mortalidad abejas adultas

e Dentro de la colmena




v ¥ GOBERNG  MINISTERIO
PHlgS CEEPANA  DEAGRICULTURA ALIMENTACION

Numero de Colonia en la muestra al azar

Signos Clinicos/ desordenes 1 [{2]3[a]|]s5[6]|7[8]9]10[11]12[13]14[15]16[27[18]19]|20]21[22]23

OBSERVACIONES EXTERNAS

Abejas muertas enfrente de la colmena (piquera)

Abejas reptando, abejas aferradas a las hierbas

Restos de diarrea

Abejas temblorosas

Abejas negras rechazadas de la colmena

Piquera ocupada

OBSERVACIONES INTERNAS

Aspecto de cria salteada o en mosaico

Larvas viscosas

Olor especifico a Loque Americana

Cria desprendida

Larvas de color amarillento a marron

Abejas con alas deformadas y/o atrofiadas

Varroa forética

Abejas muertas dentro de las celdillas

Canibalismo sobre larva o pupa

Escarabajos foréticos, larvas o huevos inusuales

Galerias/tuneles excavados en los cuadros

Cria y miel destruida

Sospecha de acaros atipicos

Signos clinicos dudosos (especificar los signos clinicos dudosos y de que enfermedad/es son sospechosos)
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Numero de Colonia en la muestra al azar

Signos Clinicos/ desordenes 1 [{2]3[a]|]s5[6]|7[8]9]10[11]12[13]14[15]16[27[18]19]|20]21[22]23

OBSERVACIONES EXTERNAS

Abejas muertas enfrente de la colmena (piquera)

Abejas reptando, abejas aferradas a las hierbas

Restos de diarrea

Abejas temblorosas

Abejas negras rechazadas de la colmena
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Piquera ocupada

OBSERVACIONES INTERNAS

Aspecto de cria salteada o en mosaico

Larvas viscosas

Olor especifico a Loque Americana

Cria desprendida

Larvas de color amarillento a marron

Abejas con alas deformadas y/o atrofiadas

Varroa forética

Abejas muertas dentro de las celdillas

Canibalismo sobre larva o pupa

Escarabajos foréticos, larvas o huevos inusuales

Galerias/tuneles excavados en los cuadros

Cria y miel destruida
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Sospecha de acaros atipicos

Signos clinicos dudosos (especificar los signos clinicos dudosos y de que enfermedad/es son sospechosos)
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ldentificacion de las muestras

N° apicultor / A12 (otofio 2012) / N ©° colonia / matriz + n°

Ejemplo: xxxxx/A12/05/HB1
Abreviaturas de la matriz:
» HB = Abejas (Honeybees)
» BR = Cria (Brood)
» PAR= Parasito

»
”
»~ SYS = Sistematica

» FITOS= Abejas externas para el estudio de

fitosanitarios

e Observacion: si varios apiarios pertenecen al mismo
apicultor, cada apiario se identificard afadiendo un
1/2/etc delante del numero de la colmena

» Ej: 26001926/A12/107/HB1
> 26001926/A12/207/HB1
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Muestras recogidas

Abejas CON Sintomas

al menos 30 por muestra

Si se muestrean abejas muertas, porque la cantidad de abejas con sintomas no es suficiente, se muestreardn por separado y se
diferenciaran de las abejas vivas con sintomas

Maturalem de

la muestra Enfermedades sospec hadas
.ps I [ 1y
Idertificazidnde campo Ide mf:::::int;:f rra de % % i E Pagd
g% | &g | VeRROOSE MOSEMOSE cng::ﬁs Especificar Otras
iz | *E
L0
xxxx/A12/01/HB1 X m| m| X
XXxx/A12/01/HB2 O X O O Xxa
XXxx/A12/05/HB1 M O X O
O O O O
O O O O
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MUESTREO DE LA CRIA
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Enfermedades de la cria (1)

Tipos de muestra:

e Panal Cria: pieza de panal de cria de 10 x 10 cm con
al menos 15 larvas y/o pupas con un aspecto




e Elementos de cria
sospechosos:

larvas y/o pupa sintomaticas
escamas de loque.....

Viabilidad de la colmena

comprometida

Nota:
Para cada enfermedad sospechada:
Tomar distintas muestras (AFB, EFB...)

Anotar en el formato de la visita.




Enfermedades de cria (3)

Embalaje:

e Panal de Cria, envolver en papel e introduci <.
Cajas de carton
Sobres de envolver

No usar bolsas de plastico, evitar el aplastamiento

e Elementos de cria sintomaticos:
Tubos Eppendorf 1,5 ml
Recoger con espatulas de un solo uso

Frascos de plastico de 40 ml para colocar los
tubos Eppendorf

e |dentificar las muestras




A R
e ¥ HEDIO AMBIENTE

Muestreo del panal de cria
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I\/Iuestreo de loque (3)
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Muestreo de loque (4)
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Muestras recogidas
Cria con Sintomas

haturalez de Erfe rmedades =o=pec hadaz
la muestra
Idertificaczidnde campo Ide rtificacion in.terra de ¥ E i |.-1
laboratornio EE m E WARROOSE LOGUE LooUE .
5o |ZEL 4 M ER ICANA ELURCIPE Especificarotras
m JE
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xxxx/A12/04/BR1 X1 O O X O
xxxx/A12/04/BR2 O X1 | a X
O O O O O
O O O O O
O O O O O




Parasitos sospechosos(1)

e Muestras de:
Escarabajos, larvas, huevos,...
Acaros distintos de Varroa destructor
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Parasitos sospechosos (2)

Acaros distintos de Varroa
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Parasitos sospechosos (3)

e Como tomar las muestras de parasitos:
»Con pinzas

e Embalaje:
»Tubos Eppendrof con alcohol 99¢ .
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Formato de visita — Parasitos sospechosos

IParaisitns sospechosos
Por favor, recoger muestras en el caso de cualquier observacion sospechosa de parasitos (escarabajos de las

colmenas o acaros diferentes a varroa)

MNaturaleza de la

muestra
i s Identificacion interna o o Informacion complementaria
Identificacion de campo . S5 = . .
de laboratorio o2 o 2 {si fuera necesaria)
XXXX/A12/03/PARO1 X
XXXX/A12/03/PARO2 X

XXXX/A12/05/PARO1 X
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Muestreo sistematico de abejas
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Toma de muestras sistematicas

e Al final de la inspeccion de cada colmena
(visita 1)
e Para detectar presencia de:
Varroa
DWV y ABPV
e Muestra : 300 abejas del interior de cada una
de las colonias seleccionadas al azar

NOTA: Verificar |la ausencia de la reina entre dos
personas y el apicultor antes de muestrear



Toma muestras abejas sistematicas

Tomar 300 abejas Enviar al lab CCAA  Varroa
= =

+
Tomar 60 abejas Enviar a LCV Algete DWV y ABPV
— + —

Tomar 60 abejas Enviar al LCV Algete  Fitosanitarios



Muestreo sistematico de abejas

e 300 abejas internas =» antes del periodo
invernal
e iCoémo tomar la muestra?

En un frasco de plastico de 180 mL lleno hasta la
rosca

En un sobre de envolver (grapado)

e iCuando se toma la muestra?

Al final de la inspeccion de cada colonia.
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En la practica....

e Muestra de 300 abejas en una colonia:

»Cepillar las abejas del cuadro === van a un
contenedor === al frasco de muestra

Lee, 2010
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En la practica..

e Sacudir el cuadro sobre
un sobre que haga de
embudo introducido en
el frasco de toma de
muestra y llenar hasta
la marca de 180 mL.
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Muestras recogidas (1)

Muestra Sistematica de abejas

J 300 abejas por colonia para deteccion de Varroa (Enviar al laboratorio de la CCAA)

J 60 abejas por colonia para deteccion de DWV y ABPV (Enviar al LCV Algete)

o 60 abejas externas por colonia para la deteccién de fitosanitarios (Enviar al LCV Algete)
Nota: Las muestras de la misma colonia de abejas: 300 + 60 abejas llevaran la misma identificacion

Las muestras recogidas para el andlisis de fitosanitarios llevaran otra identificacion

Idertificacidnde campo

ldertificazicn irterra de laboratorio

Descripcidnde lozsintomas (siesisten)

xxxx/A12/01/SYS1

XXxx/A12/02/SYS1

XxXxx/A12/03/SYS1

XxXxx/A12/03/FITOS
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Higiene (1)

e Llevar un traje (equipo) de apicultor limpio para cada
visita

e Cambiar los guantes desechables después de la
inspeccion de cada colmena con sintomas.

e Utilizar material de un solo uso para recoger las
muestras.




Higiene (1)

e Usar preferiblemente
material de un solo uso
» Ej. Espatula de plastico par
investigacion de la cria
e Desinfectar el material
» Ej. Pinzas, cuchillo, etc.
» Evitar el uso de lejia

e Desinfectar el material de
la colmena con calor
después de inspecciones
de colonias enfermas.
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Seguridad

Condiciones meteorolégicas no optimas
para abarir las colmenas:
Inspeccion rapida pero precisa y meticulosa

e Ser cuidadoso con la reina
Los cuadros deben ser manipulados por
el apicultor

Antes de cualquier muestra el apicultor
debe verificar la ausencia de la reina.
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CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS
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Conservacion de las muestras

e Sistema de frio:
» En el campo:
Enfriadores
Bolsas de hielo
» Antes de enviar al laboratorio: congelar a -202C

Si las muestras se congelan. Se debe poner especial atencién en no romper la cadena de frio hasta que se recepcionen en el
laboratorio

e Sistema de conservacion con etanol
~ 60 abejas (ABPV y DWV)
~ Abejas sintomaticas
» NO es valido para las muestras con destino al estudio de la presencia de fitosanitarios

e Evitar cualquier riesgo de
» Aplastamiento
» Maceracién/putrefaccién
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ENVIO DE MUESTRAS AL
LABORATORIO
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Para el caso de sistema de frio

e Enelcoche
poner las muestras en neveras con enfriadores para mantenerlo lo mas fresco
posible

e (Cadenade fio
No se debe romper
Si las muestras estan congeladas, éstas deben permanecer congeladas hasta
su analisis

e Transporte

Rapido: no enviar las muestras justo antes de un fin de semana, de un festivo,
huelga, etc.

Congeladas: un transporte refrigerado no es suficiente

Los conservadores de frio no son suficientes una vez que las muestras han
sido congeladas

En todos los casos incluir una copia del formato de visita con las muestra
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Sospecha de una enfermedad

notificable o parasito exotico

e Comunicar a:

la autoridad competente

El Laboratorio Nacional de Referencia
e Si hay parasitos sospechosos:

Enviar urgentemente las muestras al LNR

Larva sospechosa Escarabajo Acaro sospechoso
sopechoso

Diferente de Varroa



Conclusion

La importancia de la calidad de la muestra es
crucial para la calidad de los resultados
analiticos

Aunque alguna flexibilidad es necesaria para
adaptar las limitaciones del campo
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iperezco@magrama.es

mfsomalo@magrama.es




