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1.1 Apicultura en la Argentina

La produccion mundial de miel es del orden de las 1,4 millones de Tn anuales, de las cuales
el 50 % se concentra entre seis paises y Argentina representa un 6%, posicionandose en el 4°
lugar a nivel mundial, luego de Rusia, China y EE.UU (www.argentinatradenet.gov.ar). La
produccién por afio en nuestro pais ronda las 85.000 Tn. de miel y tiende a consolidarse como
primer exportador mundial con casi un 25% del total comercializado, siendo EE.UU y Alemania
los principales paises importadores (www.inta.gov.ar, 2008). Son generalmente paises de alto
poder adquisitivo y exigentes en materia de calidad, sin embrago, la Argentina cuenta con
ventajas competitivas debido a la excelencia en cuanto a caracteristicas organolépticas y
calidad, calificada como "premium", lo cual nos permiten lidiar en los mercados mas exigentes
(www.made-in-argentina.com). La calidad de nuestras mieles, es debida a las grandes
extensiones de pasturas naturales, diversos cultivos agricolas y la abundante flora autdctona
gue se encuentran a disposicidn de la produccién apicola (www.agro.uba.ar).

1.2 Miel

La miel es una solucién concentrada de azlcares con predominancia de glucosa y fructosa,
entre otros hidratos de carbono, enzimas, aminoacidos, acidos organicos, minerales, sustancias
aromaticas, pigmentos, cera y granos de polen. Es una sustancia producida por las abejas
meliferas a partir del néctar de las flores o de las secreciones procedentes de las plantas, que
ellas mismas recogen, transforman, combinan con sustancias especificas propias,
almacenandola en panales, donde madura hasta completar su formacion (Codigo Alimentario
Argentino, 1994).

El término calidad referido a los alimentos, engloba una serie de propiedades organolépticas,
en el caso especifico de la miel, esta determinada por las caracteristicas sensoriales, fisico-
guimicas y microbioldgicas, estos criterios estan normatizados por los valores legislados
internacionalmente en el Codex Alimentarius (Bogdanov, 1999). En nuestro pais, las
caracteristicas de los productos alimentarios aptos para consumo, estan regulados a través del
Cddigo Alimentario Argentino (Marconi, 1998).

La miel es un producto muy estable desde el punto de vista microbioldgico, debido a su baja
actividad de agua, que impide el crecimiento de la mayoria de los microorganismos, a
excepcion de algunas levaduras y hongos osmofilos u osmotolerantes; y por el pH acido, debida
a la presencia de acidos organicos, que actian como antimicrobianos (Bogdanov, 1997;

Ramirez y col., 2003; Estrada y col., 2005). Ademas presenta otras sustancias con propiedades

GONZALEZ NOELIA AYELEN 1



- INTRUDUUCUIUIN

antimicrobianas, como peréxidos de hidrogeno (Estrada y col.,, 2005), fitoquimicos como
flavonoides y acidos aromaticos, y antioxidantes fendlicos (Cooper y col., 2002; Rodriguez
Montoya, 2003, Estrada y col., 2005). Sin embargo, como todo producto de origen natural y al
igual que el resto de los alimentos, las mieles de Apis mellifera, presentan una flora microbiana
propia. Pueden ser vehiculo de bacterias del género Bacillus, generalmente esporulados, que
no presentan accién negativa sobre el producto ni peligro para la salud humana; de hongos
como los del género Penicillium o Mucor y en algunos casos de Bettsya alvei u hongo del polen
(en forma de esporas) que tampoco ocasionan ningun inconveniente. De levaduras osmdfilas o
sacardfilas del género Saccharomyces que son las responsables de la fermentacion cuando las
condiciones de humedad lo permiten (Salamanca Grosso y col., 2001).

Existen posibles agentes microbianos contaminantes provenientes del polen, del tracto
digestivo de las abejas, del medio ambiente, del néctar, o por mala manipulacion y condiciones
higiénicas por parte del apicultor. Se han encontrado esporas de Clostridium botulinum tipo G
que al ser ingerido por bebes y nifios pueden pasar a su forma vegetativa en el intestino
causando Botulismo infantil, siendo el Unico alimento reconocido implicado en estos casos
(Monetto y col., 1999). Se han detectado otros microorganismo patégenos para el hombre como
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella y Shigella. Bajo ciertas circunstancias
pueden encontrarse en la miel, microorganismos patégenos para abejas como Melissococcus
pluton agente etiolégico de la Loque Europea y esporas de Paenibacillus larvae causal de

Loque Americana.

1.3 Abejas meliferas y enfermedades

1.3.1. Origenes de la abeja melifera

Los primeros indicios de abejas sobre la tierra se remontan a 100 millones de afios atras,
junto con la aparicion de plantas con flor y especialmente adaptadas para la polinizacién de las
abejas. Antes de la conquista, en América existian las meliponas, abejas sin aguijon, bajo el
nombre de “abejas americanas o criollas”, luego con la colonizacién ingresaron desde Europa
ejemplares de Apis mellifera ligustica o “abejas italianas”. Finalmente se produce la introduccién
de Apis mellifera scutelatta o “abejas africanas asesinas", provenientes de Africa, que se
cruzaron en forma progresiva con las abejas existentes, adaptandose a los diferentes
ambientes y comenzaron a formar verdaderos ecotipos americanos. Por esta razén, las abejas
que habitan en Argentina son el resultado de cruzamientos libres a partir de las masivas
importaciones de genotipos europeos y del norte africano. (Bedascarrasbure y Palacio, 1998).

GONZALEZ NOELIA AYELEN 2
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1.3.2 Ciclo de vida

Luego de 3 dias de la postura de huevo de la reina en las celdas, éstos eclosionan dando
origen a las larvas que tienen un tiempo de desarrollo de 3 a 7 dias. Durante esta etapa son
alimentadas por las abejas obreras y pasan por estadios en los cuales desarrollan su sistema
digestivo. Al final se produce la operculacion de las celdas y contindan hasta el estadio pupal de
4 a 9 dias donde terminan de diferenciarse alcanzando la adultez y emergiendo de la celda
(Cabello, 2007) (Figura 1.1).

Figura 1.1 Estados del ciclo de vida de Apis mellifera

1.3.3 Enfermedades de Apis mellifera

Las abejas adultas de la miel son atacadas por numerosos agentes patdgenos, acaros como
Acarapsis woodi que produce la Acariosis, Varroa destructor que ocasiona la Varrosis,
(enfermedad de gran importancia econémica) y también por protozoarios como Nosema apis,
agente causal de la Noserosis (Manual de la OIE, 2004); ademas pueden darse virosis, como la
paralisis aguda y la paralisis crénica (Manual de enfermedades apicolas, 2009). Las larvas
también pueden verse afectadas, por micosis como la Ascophaerosis o Cria Yesificada causada
por el hongo Ascophaeras apis (www.inta.gov.ar, 2004); o por enfermedades bacterianas como
la Loque Europea producida por un conjunto de bacterias, principalmente Melissocuccus pluton
y la Logue Americana o American Foulbrood (AFB), siendo el agente causal Paenibacillus
larvae (Manual de la OIE, 2004).

GONZALEZ NOELIA AYELEN 3
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1.4 Logue americana

La Loque Americana (LA) es una de las enfermedades mas serias e infecciosas de las
colmenas por su alto grado de patogenicidad y virulencia. La misma causa severos dafos
economicos al sector apicola en muchos paises productores de mieles, ademas debido a que
las abejas juegan un papel vital en la polinizacion de cultivos, frutas o flores silvestres, los
factores que afecten la salud de las abejas también afectan a la sustentabilidad y rentabilidad
de la agricultura (Morse y Calderone, 2000). La enfermedad es motivo de gran preocupacion
entre los apicultores debido a la posibilidad de difusién del agente causal y a la dificlil
erradicacion de la misma en las colmenas (Alippi, 1992). Los primeros casos de LA registrados
en la Argentina fueron en 1989 en Tandil, Buenos Aires y luego se extendié por 11 provincias,
Buenos Aires, Entre Rios, Cérdoba, Santa Fe, La Rioja, Chaco, Corrientes, Tucuman, La
Pampa, Catamarca y Rio Negro (Alippi, 1995).

1.4.1 Agente causal

Esta enfermedad es producida por un bacilo Gram positivo denominado Paenibacillus larvae,
este microorganismo mide de 2,5 a 5 u de largo por 0,4 a 0,8 u de ancho, es mévil con flagelos
periticos. Una caracteristica fundamental de P. larvae es la formacién de endosporas (Figura
1.2), las cuales pueden ser elipsoidales, centrales o terminales, de 0,6 a 0,7 micras de diametro
y de 1,3 a 1,5 p de longitud; son extremadamente resistentes al calor, pueden soportar
temperaturas de 100 T por 30 minutos y 120 C dura nte 15 minutos; desecacion; radiacion UV
durante 20 minutos; también toleran desinfectantes quimicos, cloro, iodados, y agua caliente
con cualquier aditivo (Bailey, 1984); pueden permanecer infectivas por mas de 40 afios, aunque
su viabilidad se ve disminuida luego de este periodo. Las endosporas, al poseer doble pared se
pueden detectar con coloraciones clasicas para esporas, como la de Shaeffer y Fulton (Baker,
1970). Con la técnica de gota pendiente al tefiirlas con fucsina fenicada y observarlas al
microscopio de contraste de fase, éstas presentan la particularidad fisica del clasico movimiento
browniano, mientras que las esporas y células vegetativas de otras especies bacterianas
permanecen fijas al cubreobjetos, permitiendo una mejor identificacion (Alippi, 1990) (Figura
1.3).

GONZALEZ NOELIA AYELEN 4
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Figura 1.2. P. larvae: formacion de endosporas Figura 1.3. P. larvae: movimiento browniano de
endosporas.

Desde el punto de vista taxonémico antiguamente se demostré que Bacillus larvae era el
agente causal de la LA. Luego se reclasificO esta especie definiendo un nuevo género,
Paenibacillus (del latin: casi un Bacillus) (Ash y col., 1993). Posteriormente se distinguieron dos
subespecies del género, Paenibacillus larvae pulvifaciens, causante de la “escama pulverulenta”
y Paenibacillus larvae larvae, causante de la “escama clasica” (Heyndrickx y col., 1996). El
genoma de las dos subespecies poseen una homologia del 90%, y un estudio taxonémico
polifasico, que comprendié caracteristicas morfologicas, bioguimicas y estudios gendmicos del
ADN bacteriano, concluyd que la diferenciacion entre las subespecies Paenibacillus larvae
larvae y Paenibacillus larvae pulvifaciens no esta justificada, ya que ambas son variantes de la

especie Paenibacillus larvae sin diferenciacion a nivel subespecie (Genersch y col., 2005).

1.4.2 Ciclo infectivo

Las abejas nodrizas pueden albergar a las esporas tanto sobre la superficie corporal como
dentro de su tracto digestivo. De este modo, al alimentar a las larvas, las nodrizas portadores
transmiten oralmente la infeccién o inclusive lo hacen indirectamente contaminando la celda.
Las larvas ingieren o consumen alimento contaminado con esporas, que son la Unica forma
infectiva y las responsables del inicio del ciclo de la enfermedad, una vez dentro del intestino de
ellas (pH 6,5-oxigeno optimo), las esporas germinan después de un periodo variable, que
fluctta entre las 24 y 48 h, originandose asi las formas vegetativas. Estos bacilos flagelados se
reproducen y desarrollan dentro del tracto digestivo de la larva. Aqui la bacteria comienza un

GONZALEZ NOELIA AYELEN 5
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estilo de vida de comensalismo, alimentandose de lo ingerido por la larva; se sabe que P. larvae
contiene enzimas activas de vias involucradas en el metabolismo de carbohidratos como
glucosa y fructosa (Julian y Bulla, 1971; Neuendorf y col.,, 2004), como las enolasas
citoplasmaticas (Antunez y col., 2010), que ademas tienen un papel secundario en la virulencia
cuando son secretadas extracelularmente (Lamonica y col., 2005; Moore, 2004). Cuando la
larva pasa al siguiente estadio, durante el desarrollo de la pre-pupa (Woodrow y Holst, 1942;
Bailey, 1984), estos bacilos penetran activamente las células endoteliales del intestinal,
produciendo la invasién bacteriana de la hemolinfa (Bailey y Ball, 1991). Una caracteristica de
P. larvae es que secreta proteasas extracelulares de gran actividad durante el crecimiento
vegetativo y la infeccion, se especula que son inmunogénicas, ya que estan involucradas en la
degradacioén de los polipéptidos antibacterianos del sistema inmunitario de las abejas (Casteels
y col., 1989), y serian las responsables de la ruptura de la integridad de la barrera epitelial, al
degradar la unién celula-celula y permitiendo que las larvas invadan el hemocele. A partir de
ese momento la bacteria sigue desarrollandose y reproduciéndose rapidamente, ocasionando la
muerte de la cria por septicemia generalizada (Bambrick, 1964). La muerte puede ocurrir en el
estado de pre-pupa 0 pupa, en esta etapa las enolasas también son necesarias para el proceso
de degradacion del remanente larval, que va adquiriendo una coloracién oscura debido a la
pigmentacion propia de P. larvae, luego la larva muerta se seca dando un aspecto de escama,
la cual puede llegar a contener hasta 2,5 billones de esporas (Bailey y Ball, 1991). A partir de la
formacion de las “escamas” el material se torna muy infectivo y las mismas son una
importantisima fuente de diseminacion de las esporas (Bambrick y Rothenbuhler, 1961). Las
larvas de menos de 24 h. sélo necesitan 6 esporas para infectarse, mientras que una larva de 3
dias necesita ingerir millones de esporas para ser infectada. Las esporas bacterianas no
pueden germinar tan facilmente en larvas luego de transcurridas 53 horas después de que el
huevo ha eclosionado, normalmente no alcanzan el epitelio, y son eliminadas por las heces
fuera del intestino. Tampoco pueden germinar en el tracto digestivo de las abejas adultas
debido a la acidez del mismo (pH: 3-3,5). (Hansen y Brodsgaard, 1999).

Las larvas de reinas son mas susceptibles a la enfermedad que las larvas de obreras y estas
a su vez son mas susceptibles que las larvas de zanganos. Esto se relaciona directamente con
la proporcién de polen que ingiere cada uno, ya que éste contiene microorganismos que son

antagonistas de P. larvae (Rinderer y Rothenbuhler, 1969).

GONZALEZ NOELIA AYELEN 6
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1.4.3. Sintomatologia

La enfermedad se puede identificar claramente en el campo observando los marcos de cria
de los panales afectados, presentando una distribucion irregular, asi se pueden encontrar
infectados y sanos en el mismo panal (Figura 1.4) y de acuerdo con el grado de infeccién que
presenten, suele visualizarse un aspecto de cria salteada o de mosaico, con celdas operculadas
sanas, celdas no operculadas con restos de larvas enfermas y celdas vacias. El opérculo de
una celda que contiene una larva enferma aparece himedo y oscurecido, el cual comienza a
ponerse coéncavo y perforado a medida que avanza la infeccion (Manual de la OIE, 2004)
(Figura 1.5).

La cria muere una vez finalizada su etapa larval, luego de ser operculada la celda

principalmente durante el estadio de pre-pupas y en segundo lugar de pupas. Va cambiando de
color y consistencia, primero desde el pardo amarillento, luego un pardo oscuro y por Ultimo un
negro pardusco; durante este cambio de coloracion la larva se va achicando, deformando y
finalmente se adhiere hacia uno de los lados de la celda (Figura 1.6), hasta adquirir el aspecto
de una costra 0 escama, la cual es de dificil extraccién. En algunos casos si la muerte ocurre
pasado el estadio de pre-pupa se forma una lengua, una protuberancia que permanece
adherida en forma vertical cruzando la celda (www.inta.gov.ar, 2004).

Al localizarse los cuadros de cria con el aspecto y los sintomas clasicos de LA que fueron
descriptos anteriormente, si se introduce un palillo a través del opérculo se extrae una masa de
color variable y apariencia viscosa o chiclosa, que al estirarla se forma un largo filamento de 2,5
hasta 4 cm, esto se conoce como “prueba de la cerilla” (Figura 1.7). Si se abre la colmena en
los casos avanzados de esta enfermedad, es muy notable percibir un fuerte olor puatrido y

penetrante que es similar al de la cola de carpintero (www.inta.gov.ar, 2004).
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Figura 1.6 . Masa viscosa de larva infectada (izq) Figura 1.7 Prueba de la cerilla, donde se observa el
Pupa sana con ojos oscuros (der). aspecto viscoso de la larva muerta.

1.4.4 Difusion de la enfermedad

La difusién de la enfermedad puede darse por la diseminacion de las esporas por toda la
colmena cuando las abejas encargadas de la limpieza remueven las larvas muertas. De esa
forma se contamina la miel, el polen, la cera entre otros productos (Matheson y Reid, 1992).
Entre las colmenas se da por medio del pillaje, cuando hurtan alimento de otras colmenas, 0
deriva de abejas, al ingresar a una colmena equivocada por desorientacién (Hornitzky, 1998).
Una forma comun de propagacion de la enfermedad es la causada por el apicultor, mediante el
intercambio de marcos, la compra-venta de reinas, crias o enjambres artificiales sin control
sanitario. También por el uso de ceras y polen sin esterilizar y el mal uso de antibiéticos
(Manual de la OIE, 2004). Ademas con las condiciones actuales de manejo comercial de las
explotaciones apicolas, en las cuales es comun el traslado de materiales entre diversas
regiones y paises, el hombre constituye un eslabon fundamental en la diseminacién de LA
(www.inta.gov.ar, 2004).

Un brote puede aparecer y luego desaparecer, sin embargo, es improbable que las abejas
puedan retirar de esa colonia todas las esporas formadas durante esa primera infeccion, por
consiguiente, en algin momento esas esporas pueden comenzar otra vez el ciclo.

Las abejas adultas pueden identificar la infeccion muy poco después que esta se produce;
en las colonias muy afectadas, se observa disminuida gradualmente su poblacion hasta el punto

gue la reina con unas pocas abejas abandonan las mismas.
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En la mayoria de los casos las colonias enfermas que se recuperan parecen sanar

abruptamente durante la temporada de miel. Esto se debe fundamentalmente a:

» Los esporos pueden diluirse en el néctar recién recolectado hasta tal punto que las larvas

jovenes susceptibles tienen pocas probabilidades de recibirlas con el alimento.

- Las abejas evitan almacenar miel o polen en celdas que contengan restos larvales de larvas

muertas por LA.

« El flujo del néctar estimula el comportamiento higiénico de las nodrizas.

« El polen recolectado protege en cierta medida a las larvas jévenes de la infeccion cuando se

afade a su alimento.

- Hasta el 80% de las esporas que contaminan el néctar son eliminadas por el proventriculo de

la abeja adulta.

1.4.5 Diagnéstico

Esta enfermedad es tan tipica que su deteccion puede efectuarse directamente en el campo,
aunque con la ayuda del laboratorio se puede obtener una confirmacion inequivoca del
diagnostico. EI mismo utiliza técnicas para deteccion, aislamiento e identificacién de P. larvae a
partir de cultivos realizados con restos larvales o esporas contenidas en miel. Mientras que P.
larvae esporula y se multiplica de manera eficiente en la hemocele de las larvas de abejas,
crece pobremente en medios de cultivo. Por esto, los mismos, han sido desarrollados en base a
residuos de larvas, miel, cera y abejas adultas con el fin de aislar a este agente patégeno. Es
incapaz de desarrollar en medios de cultivo simples, son indispensables para su crecimiento la
tiamina o vitamina B1, el extracto de levadura y varias peptonas. Es por ello adecuado el uso de
una base rica como agar MYPGP que tiene como base al medio Miiller-Hinton. Por ser un
microorganismo anaerobio facultativo, se desarrolla mejor en condiciones de microaerofilia, por
lo cual se incuba en una atmosfera de 5% de CO,, durante 48-72 h debido a que presenta un
crecimiento lento (www.inta.gov.ar, 2004).

En caso de enfermedad clinica, se requiere del aislamiento del agente patégeno por sub-
cultivo y se dispone de varias técnicas sencillas de laboratorio para confirmarla como la
presencia de esporas resistentes al calor, la velocidad de crecimiento de la bacteria, la
morfologia de la colonia, combinadas con la tincion de Gram, la prueba de la catalasa y la
prueba de la reduccion de nitratos (facultativa). También puede ir acompafiado de otro método
de examen directo de los restos de la larva, como es la técnica de la gota pendiente, donde se
observan los movimientos brownianos de las esporas de P. larvae.
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Cuando el analista no puede basarse en la presencia de signos clinicos o cuando la
enfermedad esta aln en su fase subclinica, se recomienda una identificacibn mas completa del
agente patdgeno. Puede considerarse como concluyente el establecimiento del perfil bioquimico
de las colonias aisladas sospechosas. Ademas de las caracteristicas basicas previamente
mencionadas, se acomparfian de la prueba de produccion de acido a partir de carbohidratos, el
crecimiento en caldo nutritivo, la hidrdlisis de almidon y caseina, la utilizaciéon de citrato y la
licuacion de gelatina.

Un método rapido para la deteccion consiste en emplear la técnica de PCR, la cual se lleva a
cabo a partir, del aislamiento o directamente de los restos de la larva sin la etapa de cultivo
previo (Manual de la OIE, 2004).

1.4.6 Control de Loque Americana

Medidas profilacticas

1. Examinar periddicamente las colmenas a efectos de detectar sintomatologia.

2. Examinar las colmenas vecinas a los focos de infeccion.

3. Manejar con cuidado las colmenas infectadas y limpiar adecuadamente todos los materiales
gue hayan estado en contacto.

4. No alimentar colonias con miel o polen provenientes de panales contaminados. Usar
sustitutos.

5. No deben incorporarse al apiario, nicleos, colmenas, paquetes, celdas reales y reinas
capturadas de origen desconocido hasta tanto sea verificada su condicién sanitaria.

6. Evitar la deriva de abejas entre colmenas y la exposicién de miel o marcos con riesgo de
pillaje

7. Comprar cera estampada previamente esterilizada (por radiacion gamma o en autoclave).

Tratamientos

La forma de mayor efectividad para lograr la erradicacion total de la enfermedad es mediante
la quema de colmenas, que consiste en incinerar en un pozo todo el material contaminado
(Morse y Shimanuki, 1990; Matheson y Reid, 1992; Alippi y Albo, 1998). También se puede
realizar una desinfeccion del material contaminado, logrando una erradicacion parcial de la
enfermedad y una recuperacion de pisos, techos, alzas y marcos de las colmenas. Puede
hacerse mediante el chamuscado, donde se prende fuego durante 20 a 60 segundos y luego se
ahoga para lograr quemar unos 2 mm de la madera; una esterilizacién con radiacién gamma
(Matheson y Reid, 1992; Alippi y Albo, 1998) o por inmersion en un bafio de parafina a 160 C
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durante 20 minutos (Matheson, 1986; Goodwin y Van Eaton, 1999). También pueden utilizarse
métodos quimicos, mediante el uso 6xido de etileno, bromuro de metilo, un bafio con soda
caustica caliente o hipoclorito de sodio para desinfectar herramientas y vestimentas (Faucon y
col., 1980; Morse y Shimanuki, 1990).

Existen métodos alternativos de manejo con los cuales se puede preservar el material vivo.
Uno de ellos es el mejoramiento genético de las abejas. Se han hallado lineas de abejas
resistentes a la infeccion de LA, las cuales manifiestan un comportamiento higiénico diferente.
Poseen una fuerte tendencia a desopercular las celdas que contienen larvas o pupas muertas y
removerlas rapidamente, mientras que las abejas no higiénicas dejan las escamas en las
celdas. El comportamiento esta determinado por varios genes que se expresan coOmo recesivos,
razén por la cual esta conducta se manifiesta a muy baja frecuencia en poblaciones naturales.
(Rothenbuhler, 1964). También ha comenzado a ensayarse el biocontrol utilizando bacterias
antagonistas (Generesch, 2010).

Una forma de control de LA que resulta econémica y ecolégicamente atractiva cuando la
enfermedad se halla ampliamente diseminada en los colmenares de una zona, es el tratamiento
quimioterapico con sustancias naturales (Bailey y Ball, 1991). Existen estudios in vitro sobre la
eficacia del propoéleo y de algunos extractos o aceites esenciales de origen vegetal (Calderone y
col., 1994, Alippi y col., 1996) en la inhibicién del desarrollo de P. larvae, pero se necesita una
experiencia mas amplia para determinar su efectividad, dosis y modos de aplicacion mas
adecuados en colmenas infectadas (Alippi y col., 2001).

Por otro lado, el uso de antibidticos es una buena alternativa para el control de LA,
cominmente son empleados la oxitetraciclina (como clorhidrato) y el sulfatiazol sédico (Bailey y
Ball, 1991; Morse y Shimanuki, 1990). En algunos paises, como EE.UU. y Argentina, el empleo
de sulfatiazol sédico se ha dejado de lado debido a la alta residualidad del producto en miel.
Con respecto a la oxitetraciclina, se han detectado casos de resistencia in vitro en las cepas
bacterianas (Alippi, 1999; Miyagi y col., 2000; Evans, 2003) como asi también recurrencia de la
enfermedad y toxicidad del antibiético para las abejas adultas. El empleo de tartrato de tilosina
es una alternativa efectiva para el control de la enfermedad porgque no es toxico para las abejas,
su residualidad en miel es baja y la enfermedad no presenta recurrencia hasta un afio después
de efectuado el tratamiento (Hitchcock y col., 1970; Peng y col., 1996; Alippi y col., 1999). En
2005, Food and Drugs Administration (FDA) luego de haber examinar datos compilados por los
cientificos del Laboratorio de Investigacion de Abejas de Miel mantenido por el Servicio de
Investigacion Agricola en Beltsville, Maryland, permitié la aprobacién de la tilosina para uso

veterinario (www.ars.usda.gov).
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1.5 Antibidticos

Un agente antimicrobiano es un compuesto quimico, capaz de actuar sobre
microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento. Pueden ser producidos de
manera sintética y se los llama quimioterapicos, o ser obtenidos de forma natural, a partir del
metabolismo de organismos vivos, principalmente hongos y bacterias, los cuales son llamados
antibiéticos. Un buen antimicrobiano debe cumplir con requisitos claves como, toxicidad
selectiva, es decir, la capacidad de inhibir al agente patégeno sin afectar al hospedador;
especificidad, la capacidad de unirse a un sitio en particular de la bacteria; y potencia biologica,
referida a la menor concentracion posible del antibiético que ejerza la accién requerida.

Para que un antibacteriano (ATB) pueda ejercer su accion requiere que las bacterias se
encuentren en division activa, ya que lo hacen interfiriendo en sus mecanismos fisiolégicos. Se
los agrupa segun cual sea el blanco de accién. Los que actlan sobre sintesis de pared celular;
los que alteran la estructura de la membrana citoplasmatica o los analogos de factores de
crecimiento que intervienen en el metabolismo. Algunos ejercen su accion a nivel de sintesis de
acido nucleicos y otros inhiben la sintesis de proteinas a nivel de subunidad 30 S, como las
tetraciclinas, o uniéndose a la subunidad 50 S, como los macroélidos (Figura 1.8) (Sanchez de
Rivas, 2006; Brock y col.,2004).

Los diferentes modos de accién de los antibacterianos producen efectos sobre el crecimiento
de la bacteria. Pueden ser bacterioliticos, si provocan la muerte celular por lisis, bactericidas, si
matan la bacteria sin ruptura celular, uniéndose fuertemente a sus dianas, o bacteriostaticos, si
inhiben el crecimiento pero la célula no muere, interfiriendo en la sintesis proteica mediante la
unién a los ribosomas, la cual no es fuerte y cuando la concentracién del antibacteriano
disminuye se desprende de los ribosomas y se reanuda el crecimiento (Brock y col., 2004).

DS
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En muchos casos las bacterias han desarrollado mecanismos, con los cuales logran la
interrupcion o alteracién de uno o0 mas de los pasos esenciales para una accién antimicrobiana
eficaz. Entre los diferentes mecanismos de resistencias, se destacan, la biolégica o clinica; la
influida por factores ambientales, como el pH, la atmosfera anaerébica, la concentracion de
cationes o el contenido de timidina; y la mediada por microorganismos, producida por rasgos
codificados genéticamente y puede ser de tipo intrinseca o adquirida.

La resistencia intrinseca es una caracteristica natural y heredada en forma invariable de
todas las cepas que constituyen un grupo, un género 0 una especie especifica. Es una
resistencia predecible una vez conocida la identidad del microorganismo, ya que también se
conocen ciertos aspectos de su perfil de resistencia a los antimicrobianos.

Las alteraciones fisiolégicas y en la estructura de las células a causa de cambios en la
composicion genética habitual de un microorganismo, dan como resultado una resistencia
adquirida. En este caso es un rasgo asociado con algunas cepas especificas de un grupo o
especie y no a otras, por lo tanto la presencia de este tipo de resistencia es imprevisible en los
aislamientos. Estas resistencias pueden ser originadas por mutaciones de genes normales de la
bacteria que hacen que el antibiético ya no pueda actuar o por adquisicién de genes de otros
microorganismos mediante mecanismos de transferencia horizontal génica, como pueden ser,
la conjugacién entre microorganismos emparentados o no, donde la presencia de plasmidos
conjugativos promiscuos portadores de resistencias es un buen aliado, por transduccién
mediada por bacteriéfagos, o por transformacién donde la simple lisis libera el ADN que es
captado por una bacteria receptora (Figura 1.9).

Independientemente de si el tipo de resistencia sea intrinseca o adquirida, las estrategias
utilizadas para resistir la accion del antibiético son similares (Figura 1.10). Pueden ser, la
degradacién enzimatica o alteracion del antibiético, la modificacién quimica de la molécula
blanco, la disminucién de la disponibilidad intracelular del antibiético mediante la restriccion de
la entrada o aumento del eflujo, o por establecimiento de una ruta metabdlica alternativa. (Bailey
y Scott, 2009).
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Conjugacion con plasmidos (a) Aumento del eflujo (a)
Traduccion mediada por bacteriéfagos (b) Degradacion enzimética (b)
Transformacion con DNA libre (c) Alteracién enzimética(c)

1.5.1 Tetraciclinas

INTRODUCCION

Es una de las familias de antibiéticos mas antigua. La estructura quimica de este grupo es

tetra-ciclica, de ahi su denominacion, siendo su nucleo central un octa-hidro-9-naftaceno. El

primer antibiético de este grupo, la clortetraciclina (CTC), fue obtenido en 1948 a partir de

Streptomyces aurofaciens por el profesor Duggar, recibiendo por ello el nombre de aureomicina.

En 1950 Sobo6n y colaboradores lograron aislar de Streptomyces rimosus la oxitetraciclina

(OTC), comercialmente conocida como terramicina, y mas tarde en 1953 mediante la

eliminacion del atomo de cloro de la clortetraciclina se obtuvo la tetraciclina (TC) (Alippi y col.,

2006). Son antibiéticos de amplio espectro, presentan actividad antibacteriana sobre bacterias

Gram positivo, Gram negativo, aerobias y anaerobias.
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Oxitetraciclina

La oxitetraciclina (OTC) es un andlogo de la tetraciclina. La estructura basica de la
tetraciclina poseen en una parte, una serie de grupos funcionales de oxigeno, modificaciones en
esta region implica una pérdida de la actividad biolégica. Sin embargo, las modificaciones
sintéticas de los grupos funcionales en la regién contraria de la molécula, dan lugar a nuevos
compuestos con una mayor actividad biolégica, ademas estas alteracion induce cambios en el
tamafo, forma, carga, densidad electronica y polaridad, que favorecen a propiedades como la
solubilidad, lipofilia e incluso la afinidad con las moléculas diana. En el caso de la OTC presenta
un grupo hidroxilo (OH) adicional (Figura 1.11).

Telraciclina Oxitetraciclina

Figura 1.11. Estructura quimica de la tetraciclina y la oxitetraciclina.

Como toda tetraciclina, la OTC, para que ejerzan su accion, en las bacterias Gram negativas
requieren penetrar la membrana externa por mecanismos de difusion pasiva a través de los
canales hidréfilos o porinas, y la membrana citoplasmatica, tanto en Gram negativo como en
Gram positivo, la atraviesan por procesos de transporte activo dependiente de energia, lo cual
determina que la concentracion intracelular sea mayor que la extracelular. Una vez dentro de la
célula la OTC se unen de manera reversible a los receptores en la subunidad 30S del ribosoma
bacteriano y de esta manera pueden bloquear la fijacién del aminoacil-tRNA al sitio aceptor A,
en el complejo mRNA-ribosoma, esto evita la incorporacion de nuevos aminoacidos a la cadena
peptidica en crecimiento, inhibiendo la sintesis proteica (Mendoza Patifio y Campos Sepulveda,
2008). Ademas de este mecanismo basico, tienen la capacidad de quelar metales di o
trivalentes, como el Mg?*, necesario para que se produzca la unién ribosémica e inhibir algunos
sistemas bacterianos, como los implicados en la fosforilacion oxidativa. A través de este
mecanismo, la OTC produce un efecto bacteriostatico (Rang y col., 2000). La selectividad de
este antibidtico para inhibir la sintesis de proteinas en las bacterias, radica en el hecho de que
las células eucariotas carecen del sistema de trasporte activo y, ademas, las caracteristicas del
ribosoma bacteriano son diferentes a las del ribosoma eucariota (Mendoza Patifio y Campos
Sepulveda, 2008).
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La resistencia a las tetraciclinas por parte de las bacterias, puede ser consecuencia de una
disminucion de la penetracion del antibiético al interior de ella y puede ir acompafiada de la
expulsion del ATB al exterior de la célula, mediante transportadores de membrana energia
dependientes, codificados por el gen tet proveniente de plasmidos transmisibles. Otro
mecanismo causado por mutaciones cromosomales, se evidencia por la modificacion de las
proteinas ribosomales que disminuyen su afinidad por el complejo TC-Mg?* (Murray y col.,
2009).

La presencia de antibiéticos en los alimentos genera creciente preocupacion en los
consumidores debido a los riesgos de toxicidad o reacciones alérgicas en personas
hipersensibles y a la posibilidad de generacion de resistencia por parte de microorganismos
patégenos. El plan nacional de Control de Residuos E Higiene en Alimentos (CREHA), puesto
en marcha por el SENASA, exige que las mieles no puedan superar 30 pug/Kg como limite
maximo de residuo permitido de OTC. Existen diversas técnicas de deteccién de OTC en miel,
las primeras desarrolladas fueron biologicas, también inmunoquimicas, pero posteriormente se
buscaron metodologias mas selectivas como la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
con detector UV con un limite de deteccion de 10 pg/Kg, debido a que las tetraciclinas
presentan la propiedad fluorescer a la luz ultravioleta, (Bedascarrasbure y col.,2002).

1.5.2 Macrélidos

Bajo esta denominacién se agrupan una serie de antibidticos que se caracterizan por tener
un anillo macrociclico lacténico unido mediante enlaces glucosidicos a diversos desoxiazucares
aminados, estas azlcares son las responsables de la actividad antimicrobiana, y las diversas
sustituciones en dicho anillo han dado lugar a una clasificacion de acuerdo tengan 14, 15y 16
atomos de carbono. Los que disponen de 14 y 15 carbonos pertencen al grupo de la
eritromicina, descubierta en los productos metabdlicos de una cepa de Streptomyces erytherus,
por Manuel Alexander McGuire y colaboradores en 1952, de la cual, por produccién sintética
derivaron la claritromiccina y la azitromicina. Por otro lado, los farmacos que presentan un anillo
laconico de 16 atomos, se agruparon dentro de las espiramicinas, como la tilosina aislada a
partir de Streptomyces fradiae, y la tilmicosina producida sintéticamente a partir de la tilosina
(Rodillay col., 1995).

Los macrolidos ejercen su efecto solo en los microorganismos que se encuentran en proceso
de replicacion. Se los considera de espectro intermedio, ya que penetran mas facilmente en las

bacterias Gram positivo que en las Gram negativo.
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Tilosina

La tilosina (TLS) es uno de los antibi6ticos de la familia de macrdélidos, se encuentra en
forma de mezcla de varias tilosinas como la A (Figura 1.13), en mayor proporcion, la B, laC y la
D. Todas tienen en comun el anillo lacto macrociclico y unidos a él tres azlcares, micinosa,
micaminosa y micarosa, el sitio de union de esta Ultima es la que diferencia los tipos de TLS.
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Tilosina anillo macrociclico lacténico Eritromicina
Figura 1.13. Estructura quimica de la tilosina A y de la eritromicina.
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La entrada de la TLS a la célula bacteriana se produce por difusion pasiva, haciéndolo a
mayor velocidad en su forma no ionizada para la cual la membrana celular es mas permeable;
esta caracteristica explica el incremento de la actividad antibacteriana observada a pH alcalino.
Actlan fijdndose a una proteina de la subunidad ribosomal 50S, impidiendo la formacion de la
cadena peptidica mediante la inhibicion de la enzima que cataliza el enlace peptidico, es decir,
la peptidil transferas (Escolar y col., 1998). Estos antibacterianos, considerados primariamente
bacteriostaticos, también pueden comportarse como bactericidas, dependiendo del
microorganismo, de las concentraciones del antibiodtico y del tiempo de exposicion.

La resistencia a la TLS, como a otros macroélidos, suele ser consecuencia de la metilacién
del ARN ribosomal que origina una menor afinidad por la droga, esta resistencia puede ser
constitutiva o inducible y es de origen plasmidico que contiene el gen de una ARN-metilasa.
Entre otros mecanismos de resistencia tambien figura la inactivacion enzimatica del antibiético
(estearasas, fosforilasas, glucosidasa) (Murray, 2009).

En Argentina el plan CREHA, establece que las mieles no puedan superar 10 pg/Kg como
limite maximo permitido de residuo de TLS. Para la determinacién cuantitativa de residuos de
TLS en miel se utiliza la técnica HPLC, con dos detectores distintos DAD y MS, permite no sélo
llegar a limites de deteccién muy bajos, de 2 a 3 ug/Kg del antibiético en la miel, sino también
evaluar los 4 isémeros de tilosina encontrados en la formulacién técnica (Bernal del Nozal,
2007).
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Cabe destacar que los antibidticos empleados en el tratamiento de Loque Americana
eliminan los sintomas de la enfermedad en las colmenas, controlando las formas vegetativas de
la bacteria, pero no asi las esporas. No obstante, cuando dichas esporas estan presentes en
bajas concentraciones en el alimento de las larvas susceptibles, los antibiéticos impiden su

germinacion y retrasan su multiplicacion.

Si el tratamiento se realizara de la forma adecuada, permitiria la supervivencia de las larvas
individuales, la recuperacion y mejoramiento del estado sanitario de las colmenas,
incrementando la produccion y la calidad de sus productos. En cambio, si el tratamiento no se
realiza correctamente, en cuanto a dosis y periodos de administracion, la enfermedad puede
volver a desarrollarse y es necesario repetirlo a medida que reaparecen los sintomas, con el

riesgo de aparicion de cepas bacterianas resistentes.
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2.1 Hipétesis

Tratamientos incorrectos de Loque Americana generan la aparicion de cepas de

Paenibacillus larvae resistentes a antibiéticos.

2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo General

Evaluar la actividad antibacteriana de los antibidticos oxitetraciclina y tilosina, usados

frecuentemente en la colmena, frente a Paenibacillus larvae.

2.2.2 Obijetivos Especificos

v Aislar, Identificar y conservar cepas de P. larvae aisladas a partir de cuadros de colmenas

infectadas con Loque Americana.

v' Analizar la actividad antibacteriana de oxitetraciclina y tilosina frente a las cepas de P. larvae

aisladas.

v' Recuperar cepas de P. larvae resistentes a los antibiéticos probados y evaluar la actividad

de los mismos.
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3.1 Materiales

3.1.1 Medio de cultivo para el aislamiento de  P. larvae

Medio MYPGP

Medio Muller-Hinton caldo...............cocooiiviiiiiiinnne.
Extracto de Levadura ..........c.ocoovvvie i i 150.
KoHPO 4 oo e 03¢
€11 o0 7= U 0,29
Piruvato de sodio.........ccooiiiiiii i
Aguadestilada ..o, 100 mL
AT e 20g
PH FINAL. ...

3.1.2 Reactivos para la identificacion de  P. larvae

Colorantes para la coloracion de Gram
Violeta de genciana

Lugol (I13K)

Alcohol

Fuscina basica o safranina

Reactivo para la prueba de la catalasa
Peroxido de hidrégeno (H,0,) al 10%

GONZALEZ NOELIA AYELEN
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3.1.3 Actividad antimicrobiana

Antibidticos
Oxitetraciclina (OTC)
Tilosina (TLS)

Diluyentes
Agua destilada estéril
Dimetilsulféxido (DMSO)

Solucidn fisiolégica
Cloruro de sodio (NaCl) 0,94¢.
Agua 100 mL.

Escala de Mac Farland

Tabla 3.1. Preparacion de los tubos de la escala de Mac Farland
Cl,Ba 1% | H,SO0, 1% | u.f.c /mL
0,05 9,95 1,5 x 108
0,1 9,9 3,0x10°
0,2 9,8 6,0x10°®
0,3 9,7 9,0x10°®
0,4 9,6 1,2x10°
0,5 9,5 1,5x10°
0,6 9,4 1,8x10°
0,7 9,3 2,1x10°
0,8 9,2 2,4x10°

1
2
3
4
5
6
7
8
9

0,9 9,1 2.7x10°
1 9 3,0x10°

[EEN
(@]
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Es una escala de turbidez elaborada con una mezcla de BaCl, 0,048 M (1% v/v) y H,SO,
0,36 M (1% v/v). El cloruro de bario va en cantidad creciente mientras el acido sulfarico va
disminuyendo su proporcion, de modo que el sulfato de bario formado, por ser una sal insoluble,
es el que proporciona la turbidez (Tabla 3.1). La lectura se realiza por medio de
espectrofotometria a una longitud de onda de 620 nm, para determinar la absorbancia (A). Cada
uno de los tubos patrén tiene una absorbancia equivalente a una concentracion conocida de
bacterias. Esto hace posible comparar una suspensién bacteriana en la que no se conoce su
namero, con el tubo del patron de Mac Farland que mas se asemeje en turbidez (Koneman,
1999)

En la presente investigacion se utilizdo como referencia para la preparacion de las
suspensiones bacterianas el tubo ndmero 0,5 en la escala de Mac Farland el cual tiene una

absorbancia entre 0,250 y 0, 300 y equivale a 1.5x10° ufc/mL.

3.1.4 Cepas de P. larvae

Seis cepas bacterianas (1, 2, 3, 4, 5y 6) fueron provistas por el INTA Balcarce, provincia de
Buenos Aires. Por otro lado, cinco cepas (7, 8, 9, 10 y 11) aisladas de cuadros de colmenas con
sintomas de Loque Americana, de la zona sur de la provincia de Cérdoba (La Carlota, Alcira
Gigena, San Basilio, Coronel Moldes, Rio Cuarto). Ademas, se utilizaron cepas del mismo
microorganismo (12 y 13) cedidas por el Centro de Investigaciones de Fitopatologia (CIDEFI) y

una cepa de referencia (14) proveniente de Concordia, Entre Rios.

3.2 Métodos

La metodologia de aislamiento, identificacion, mantenimiento y conservacion desarrollada en
este trabajo fue la sugerida por Alippi (1990) y Bailey y col. (2009)

3.2.1 Aislamiento

El aislamiento de P. larvae se realiz6 con la técnica de estrias por agotamiento en placas
con medio de cultivo MYPGP agarizado, incubando en posicién invertida a 37 °C en atmadsfera

de microaerofilia con 5% de CO, durante 48-72 h.
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3.2.2 Identificacion

Coloracion de Gram

A partir de las cepas aisladas en medio de cultivo MYPGP agarizado, se extendid sobre un
portaobjetos una delgada pelicula bacteriana, de cada una de las cepas de P. larvae, se fij6 con
calor, luego se realizo la coloracién de Gram y se observé en microscopio con un aumento de
100 x utilizando aceite de inmersion.

Prueba de la catalasa

Esta prueba se realiz6 a partir de cultivos de 48 h desarrollados en medio de cultivo MYPGP
agarizado. Se colocaron 2 gotas de peréxido de hidrogeno al 10 % y una colonia sospechosa
sobre un portaobjetos seco y limpio.

La aparicion de burbujas son evidencia de una reaccion positiva, debida a la accion de la
catalasa, una enzima presente en el microorganismo que transforma el perdéxido de hidrogeno

en agua y oxigeno.
H0; - H,0 +0,

Cuando no se observan burbujas, es decir, que no se produce desprendimiento de oxigeno,
la reaccion se considera negativa.

Caracterizacion genotipica

Para la identificacién y confirmacion molecular, las cepas fueron enviadas a Macrogen,
Corea, para su secuenciamiento mediante ARNr 16S. Los datos obtenidos fueron incorporados
a la base de datos del GenBank para obtener los porcentajes de cobertura y de similitud para
cada cepa estudiada.
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3.2.3 Mantenimiento y conservacién de  P. larvae

Para el mantenimiento y conservacion de la viabilidad de las cepas de P. larvae, se les
realiz6 a las mismas pasajes en placas de Petri con medio de cultivo MYPGP agarizado fresco,
cada semana y se las conservo a 4 °C en las placas, selladas con para-film para evitar la
deshidratacion del medio de cultivo.

3.2.4 Andlisis de la actividad antibacteriana

La metodologia de este trabajo se desarrollé segin De Pooter y col. (1995) y Tiziana Barata
y col. (1998).

Técnica de difusién en pozo

1. Preparacion de las diluciones del antibiético:

Se pesd 1 mg del antibiético en un tubo eppendorf estéril al que se le agregé 1 mL de
diluyente. A partir de esta solucion se realiz6 diluciones seriadas al medio (1:2).

2. Preparacion del in6culo:

A partir de un cultivo desarrollado en medio de cultivo MYPGP agarizado, incubado a 37 C
en atmosfera de microaerofilia durante 48-72 h, se prepar6 una suspension en un tubo con
solucion fisiolégica hasta alcanzar una turbidez correspondiente al tubo 0,5 de la escala de Mac
Farland; que presenta una Asonm= 0,290 equivalente a una concentracion de 1,5x108
bacterias/mL (FDA, 1998).

3. Técnica:

-Se coloc6 100 pL de la suspension celular en cajas de Petri con medio de cultivo agarizado,
y la misma se distribuyd con espatula de Drigalsky o hisopo hasta que el indculo fue absorbido
completamente.

-Sobre las cajas sembradas se realizé orificios con un sorbete estéril en la superficie del agar
y se coloco en él 50 uL de cada dilucién del antibiético, en concentraciones decrecientes entre 1
mg/mL y 0,005 mg/mL para OTC, y entre 0,06 mg/mL y 0,0005 mg/mL para TLS. El ensayo se
realizo por triplicado.
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-Para cada cepa se realizé un control negativo colocando 50 pL del diluyente en el pozo,
para verificar la ausencia de contaminantes. Y uno solamente inoculado, para control de
viabilidad del microorganismo.

-Se incubaron las cajas de Petri sin invertir a 37 °C en atmésfera de microaerofilia durante
48-72 h.

-Se midieron los halos de inhibicién del crecimiento del microorganismo de cada una de las
diluciones, para calcular la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) del antibiético probado.

3.2.5 Recuperacion de posibles cepas de  P. larvae resistentes a antibiéticos

A partir de los resultados obtenidos de las pruebas de CIM, se recuperaron las colonias que
aparecieron dentro de los halos de inhibiciébn de crecimiento de algunas cepas de P. larvae,
considerandolas posibles resistentes a los antibiéticos probados. Se las aisl6 como se indic6 en
el inciso 3.2.1, se las identifico segun 3.2.2, se las mantuvo y se las conservé como indica el
punto 3.2.3 y se les midié nuevamente el CIM como se establece en 3.2.4 para su comparacion

con las cepas originales.
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4.1 Aislamiento

Luego de la incubaciéon a 37 °C en condiciones de microaerofilia durante 48 a 72 h, todas las
cepas mostraron la morfologia tipica de las colonias de P. larvae en medio MYPGP; planas,
translicidas algo blanquecinas-grisaceas, con aspecto mucoso y bordes irregulares, en su
mayoria pequefias, con un diametro de aproximadamente 1 a 3 mm (Figura 4.1). Ademas se
pudieron observar caracteristicas propias de este microorganismo como el crecimiento lento, es
decir, se evidencié el desarrollo de las mismas a partir de las 48 h.

Figura 4.1. Colonias de Paenibacillus larvae en medio de cultivo MYPGP

Dado que el P. larvae es un agente patégeno que se desarrolla en la hemolinfa de larvas de
abeja, para lograr el crecimiento in vitro, son necesarios medios de cultivo muy ricos en
elementos nutritivos. Los componentes indispensables para el crecimiento de P. larvae son la
tiamina o vitamina B1, el extracto de levadura y varias peptonas. Para la esporulacion se
recomienda el agregado de glucosa y piruvato de sodio. Resulta por ello adecuado el uso de un
medio como MYPGP que contiene Miiller-Hinton como base rica (Dingman y Stahly, 1983).
Ademas de ser un medio con una calidad nutricional que favorece en crecimiento de P. larvae,
fue elegido para realizar este trabajo, ya que su coloracion translicida permitio la evaluacion de
la actividad antimicrobiana. Sin embargo, otros medios también permiten el desarrollo de P.
larvae, como agar Columbia (Heyndrickx y col., 1996); o el medio de Michael (Carpana y col.,
1995).
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4.2 ldentificacion
4.2.1 Pruebas confirmatorias

Coloracion de Gram

Las 14 cepas de P. larvae mostraron un com

portamiento tintorial de Gram positivo y

morfologia de bacilos cortos y delgados, con extremos redondeados. Se observé una tendencia

a agruparse de a pares, y en todos los casos a formar cadenas largas (Figura 4.2).

Figura 4.2. Coloraciéon de Gram: morfologia 'y d

Debido a que la coloracion se realizd con
aislamientos jovenes se evidenci6 la forma
vegetativa de este microorganismo, sin embargo, en
algunos casos se lograron reconocer las estructuras
de resistencia del P. larvae, las endosporas,
distinguiéndose de las células vegetativas por su
refringencia, siendo éstas en algunos casos
centrales y en otros terminales (Figura 4.3).

isposicion en cadenas de P. larvae.

Figura 4.3. Endosporas de P. larvae.
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Prueba de catalasa

Todas las cepas mostraron ser catalasa negativo, ya que no se detect6 la formacién de
burbujas (Figura 4.4). Es de suma importancia destacar la utilidad de este test para la
diferenciacion preliminar rapida del P. larvae de otras especies de Paenibacillus u otros géneros
también patégenos para las abejas como Bacillus. Los bacilos formadores de esporas, que
pueden estar presentes en la colmena, son catalasa positivo, mientras que el agente causal de

Loque Americana es el Unico catalasa negativo (Alippi, 1990).

Figura 4.4. Prueba de la catalasa P. larvae (-) (Izq). Control (+) (der)

4.2.2 Caracterizacion genotipica

Para la identificaciéon y confirmaciéon molecular de las cepas, luego del secuenciamiento
mediante ARNr 16S, los datos obtenidos fueron incorporados a la base de datos del GenBank
obteniendo los porcentajes de cobertura y de similitud para cada una de las cepas analizadas.
Las cepas estudiadas corresponden al perfil genético de la especie P. larvae, con porcentajes
de cobertura del 99% y del 100% y porcentajes de similitud de 97% y 98%, con cepas de
referencia del microorganismo que fueron incorporadas a la base de datos con anterioridad.

4.3 Mantenimiento

El método utilizado para la conservacién de las cepas de P. larvae, como se describi6é en el
punto 3.2.3, resultdé adecuado para las 14 cepas, ya que se pudieron recuperar mediante
repiques periédicos en medio MYPGP para sus posteriores estudios, sin pérdida de su
viabilidad. Sin embargo, algunas cepas aisladas, provenientes de colonias presuntivamente
resistentes, que desarrollaron dentro de los halos de inhibicién del crecimiento, no lograron
mantener su viabilidad, ya que no se las pudo recuperar a través de los repiques, y por lo tanto

no pudieron ser estudiadas.
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4.4 Andlisis de la actividad antimicrobiana

4.4.1 Oxitetraciclina

Para comparar y establecer cuél era el diluyente mas adecuado para la disolucién del
antibidtico, se realizé la técnica con una de las cepas, usando como disolventes DMSO y agua
destilada estéril. Los resultados se muestran en la tabla y grafico 4.1.

Tabla 4.1. Comparacién de disolventes de la oxitetraciclina

Halos d e inhibicién de crecimiento (mm + D.S) T del test
OTC mg/mL - disolvente DMSO t=2,78
0,50 49,3+3,1 1,34 =
0,25 353+1,2 0,73 =
0,13 31,3+2,3 0,53 =
0,06 24,0+4,0 0,35 =
0,03 15,0+£1,0 10,4 #

= No existen diferencias significativas entre los promedio.
# Existen diferencias significativas entre los promedio

Como se observa en el grafico 4.1, no se muestran grandes diferencias en cuanto a los halos
de inhibicién del crecimiento formados. Luego de hacer un andlisis estadistico con los datos
aportados por la tabla 4.1, entre las medias muestrales de ambos diluyente, en cada
concentracion del ATB, se concluye con un nivel de confianza del 95%, que los valores
promedio de los halos de inhibicion del crecimiento formados usando DMSO, no presentan
diferencias estadisticamente significativas, de los valores promedios de los halos de inhibicién
de crecimiento formados utilizando agua. Por lo tanto, los siguientes ensayos de la CIM de OTC
para las cepas, se realizaron utilizando agua destilada estéril como diluyente, ya que es mas
economica y mas sencilla su manipulacion.

mAgua ©ODMSO

°©
S

%mmg

Halos de inhibicion de
erecimient
__D
o
o

0,5 0,25 0,13 0,06 0,03 0,02 0,01
Antibiotico OTC (mg/mL)

Grafico 4 1. Comparacion de disolventes de la Oxitetraciclina.
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Posteriormente se realizd la técnica para todas las cepas, con diluciones seriadas del
antibiotico (Img/mL a 0,005 mg/mL) para llegar al punto de corte, es decir, la concentracion a la
cual el antibiético ya no inhibe el crecimiento, y de esta forma poder establecer la CIM. Los
resultados se muestran en la tabla y el gréafico 4.2.
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N° de cepas de Paenibacillus larvae
PO N NN N NN N

1
. B
V- 4 - -
1 0,5 0,25 0,13 0,06 0,03 0,01 0,005
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) (mg/mL)

Grafico 4.2. Frecuencia de Concentracion Inhibitoria Minima para OTC de las 14 cepas de P. larvae

Como se observa en la tabla y el grafico 4.2, de las 14 cepas probadas la CIM mas frecuente
se encuentra a 0,25 mg/mL, con un tamafio de halo de inhibicién del crecimiento promedio de
22,6 £ 8,2 mm. Es decir que para inhibir el crecimiento de P. larvae se necesitan como minimo

0,25 mg/mL de OTC.

También se puede observar en la tabla 4.2, que de las 14 cepas de P. larvae probadas con
OTC, se deduce que la cepa 4 fue la mas sensible, debido a que tuvo una CIM de 0,01 mg/mL,
con un halo de inhibicién del crecimiento de 15,3 + 3,1 mm de didmetro (Figura 4.5); mientras
gue la cepa 14 fue la que mostré mayor resistencia al antibiético, porque se necesité una alta
concentracion (0,5 mg/mL) para lograr inhibir su crecimiento, con un halo de inhibicién de 24,0 +

3,1 mm de diametro (Figura 4.6).

Por otro lado, las cepas 2, 5, 7 y de la 9 a la 14 (sefialadas con amarillo en la tabla 4.2),
presentaron un fenémeno de disminucién del crecimiento a una concentracién mas baja a la
CIM, observandose el desarrollo de colonias dentro del halo de inhibicion del crecimiento
producido por el antibiético, lo cual nos llevé a estimar en una posible resistencia adquirida por
estas cepas; por lo tanto, se procedié a la recuperaciéon mediante el aislamiento y su posterior

identificacion.
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Figura 4.5. Actividad antimicrobiana de OTC frente a la cepa 4 de P. larvae.

Figura 4.6. Actividad antimicrobiana de OTC frente a la cepa 14 de P. larvae.
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4.4.2 Tilosina

Debido a que algunos resultados obtenidos con la OTC presentaron halos de inhibicion del
crecimiento pocos definidos, que se confundian con los halos de difusién del propio antibiético,
y ademas el crecimiento del microorganismo no era homogéneo (dificultando la medicién y su
posterior interpretacion) previo a los ensayos de actividad antibacteriana de la TLS, se realiz6
una comparacion de la técnica usando para la dispersion del indculo hisopo estéril y espatula de
Drigalsky. Para este ensayo se prob6 una de las cepas, utilizando agua como disolvente para
preparar las diluciones de TLS (Img/mL a 0,016 mg/mL). En este caso se emplearon altas
concentraciones para conseguir halos de inhibicion grandes, facilitando la visualizacion y la
comparacion. Los resultados se muestran en la tabla y el grafico 4.3.

Tabla 4.3. Comparacion técnica con espétula de Drigalsky y con hisopo

Halos de inhibicién de crecimiento (mm + D.S) T del Test
TLS mg/mL espatula hisopo t=2,78
1,00 44,0+ 4,2 51,0+1,0 2,81
0,50 43,7+1,2 49,3+1,2 5,72

0,25 39,7+£1,5 48,0+1,7 6,35
0,13 36,0+1,0 41,7+1,5 5,50
0,06 333+1,2 39,3+1,2 6,13
0,03 29,321 34,7%£25 1,24
0,01 26,0+1,0 30,0+1,0 4,90

WO HH W

= No existen diferencias significativas entre los promedio.
# Existen diferencias significativas entre los promedio

W espstula M@ hisopo

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

D,00
1,00

Halos de inhibicion de crecimiento (mm)

0,12

fl

0,06

Antibidtico TLS (mg/mL)

0,03
0,01

Gréfico 4.3. Comparacion de uso de hisopo y espatula de Drigalsky para la dispersion del indculo.
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Como se observa en el grafico 4.3, al usar hisopo los halos de inhibicion del crecimiento
fueron de mayor diametro que usando espatula, sin embargo, usando ésta Ultima los halos
formados fueron mas uniformes de una dilucién a la otra. Luego de hacer un analisis estadistico
con los datos aportados por la tabla 4.3, entre las medias muestrales de ambos técnicas de
dispersién del in6culo, en cada concentracion del ATB, se concluye con un nivel de confianza
del 95% que los valores promedio de los halos de inhibicidn del crecimiento formados usando
hisopo, presentan diferencias estadisticamente significativas, de los valores promedios de los
halos formados con espatula. En base a estos resultados, se decidié hacer los siguientes
ensayos de la CIM de TLS para las cepas, utilizando espatula de Drigalsky, ya que realizando el
hisopado los halos no se observaban con claridad debido a los trazos marcados sobre el agar
(Figura 4.7) y a que el volumen de inoculo sembrado no es siempre el mismo, por quedar parte
absorbido en el hisopo, mientras el espatulado es menos variable (Figura 4.7).

Figura 4.7. Técnica de
difusion en pozo usando

hisopo estéril.

Figura 4.8. Técnica
de difusién en pozo

usando espatula
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Para el ensayo de la CIM de las cepas utilizando TLS, también se realizé la técnica con una
cepa, utilizando dos tipos de disolventes del antibidtico (DMSO y agua destilada estéril) para
compararlos y establecer cual era el mas adecuado para la disolucion del mismo y su mejor
difusion en al medio. Los resultados se detallan en la tabla y grafico 4.4.

Tabla 4.4. Comparacion de disolventes de la tilosina

Halos de inhibicion de crecimiento (mm  +D.S) | T del test
TLS pg/mL - disolvente agua t=2,78
62,50 5,7 =il 2 3,92 #
31,25 30,0 £0,0 22,61 #
15,62 25,0+0,0 12,56 #
7,81 NI
3,90 NI

# Existen diferencias significativas entre los promedio de los halos de inhibicién del crecimiento formados usando
DMSO vy los formados usando AGUA como diluyente del antibiético.

Como se observa en la tabla 4.4, luego de hacer un andlisis estadistico entre las medias
muestrales de ambos diluyente, en cada concentracién del ATB, se concluye con un nivel de
confianza del 95%, que los valores promedio de los halos de inhibicion del crecimiento
formados usando DMSO, presentan diferencias estadisticamente significativas, de los valores
promedios formados utilizando agua. Ademas los halos formados usando DMSO presentaban
una circunferencia mas circunscripta y definida, lo cual hizo mas facil la medicién. Posiblemente
este solubiliza mejor la TLS que el agua, favoreciendo su difusion a través del medio soélido,
permitiendo que pueda inhibirse el crecimiento de P. larvae con concentraciones mas bajas del
antibidtico.

OAgua mDMSO

40,00

35,00

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00
. . = " =" V4

0,00
62,50 31,25 15,62 7,81 3,90 1,95 0,98 0,4¢
Antibiotico TLS (pug/ml)

Halos de inhibicion de crecimiento
(mm)

Gréfico 4.4. Comparacion de usos de disolventes de la tilosina.
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Posteriormente se realiz6 la técnica, con espatula de Drigalsky, para cada una de las cepas,

con diluciones seriadas, usando DMSO como diluyente del antibiético (0,0625 mg/mL a 0,0005

mg/mL) para asegurar el punto de corte, es decir, la concentracién a la cual el antibiético ya no

inhibe el crecimiento, y de esta forma poder establecer la CIM. Los resultados se muestran en la

tabla y el gréfico 4.5.
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N° de cepas Paenibacillus Larvae

0 0 0
0 0 0
r___4 r__4 r 4 r__4

0,06 0,03 0,016 0,008 0,004 0,002 0,001 0,0005
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM mg/ mL)

Gréfico 4.5. Frecuencia de Concentracion Inhibitoria Minima para TLS de las 14 cepas de P. larvae

Como se observa en el gréfico y la tabla 4.5, de las 14 cepas probadas la CIM mas frecuente
se encontré a 0,004 mg/mL, con un tamafio de halo de inhibicién del crecimiento promedio de
17,1 £ 5,4 mm de diametro. Por lo tanto, para inhibir el crecimiento de P. larvae se necesitan
alrededor 0,008-0,001 mg/mL de TLS.

Asimismo, de acuerdo a los resultados observados en la tabla 4.5, de las 14 cepas de P.
larvae la 1, 2, y 13 serian las mas resistentes a TLS, ya que son las que presentan la CIM mas
alta (0,008 mg/mL), con un promedio de halo de inhibicién de crecimiento de 21,1 + 5,2 mm, es
decir que concentraciones mas bajas del antibiético no son suficientes para inhibir el desarrollo
del microorganismo. Por otro lado, se observa que las cepas 10 y 11 son las mas sensibles, con
un promedio de halo de inhibicibn de crecimiento de 13,1 + 2,7 mm, siendo necesario
solamente una concentracion de 0,001 mg/mL de TLS para inhibir el crecimiento de P. larvae.

Ademas, las cepas 1 a 6, 8 y 14 (marcadas en la tabla 4.5 con color amarillo), mostraron el
desarrollo de colonias dentro del halo de inhibicién del crecimiento (Figura 4.8 y 4.9),
manifestado como una disminucién del crecimiento a la concentracion inferior siguiente a la
CIM. Esto sugirio el desarrollo de posibles cepas resistentes a TLS, por lo cual, de procedi6 a la

recuperacion mediante el aislamiento y la correspondiente identificacion.
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Figura 4.8. Desarrollo de colonias dentro del halo
de inhibicion del crecimiento.

Figura 4.9. Colonias posiblemente resistentes
de una cepa de P. larvae.

En trabajos anteriores otros investigadores han determinado la CIM para P. larvae con
oxitetraciclina y tilosina usando como controles las cepas de referencia Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) y Escherichia coli (ATCC 25922), provistas por el Servicio de
Antimicrobianos del Instituto Malbran, Buenos Aires, Argentina. Ademas determinaron la CIM
con otros antibiéticos como tilmicosina y tetraciclina. Estos estudios se realizaron siguiendo la
técnica de dilucién en placa (NCCLS M31-A2, 2002; NCCLS M7-A6, 2003; Andrew, 2001) en
medio sélido MYPGP (Dingman y Stahly, 1983) y utilizando como disolvente del antibiético agua
destilada estéril. Se ha establecido que para P. larvae un valor entre 0,01 y 0,015 mg/mL para la
OTC se considera resistente y por debajo de 0,005 mg/mL sensible (Alippi, 1996). Para la TLS
por encima de 0,032 mg/mL las cepas se consideran resistentes y una CIM menor a 0,008
mg/mL indica que la cepa es sensible (Alippi y col., 2006). Las cepas de referencia de P.
aeruginosa presentaron CIM de 0,016 mg/mL y las de E. coli de 0,001 mg/mL para la OTC.
Para la TLS, la CIM fue de 0,032 mg/mL. y de 0,128 mg/mL para P. aeruginosa y E. coli,
respectivamente (Shryock y col., 1995). Cuando se prob¢ tetraciclina frente a P. larvae, la CIM
considerada como de resistencia correspondia a valores mayores a 0,016 mg/mL y de
susceptibilidad a valores menores a 0,004 mg /ml. Cuando se enfrent6 P. larvae a tilmicosina
aquellas cepas con una CIM por encima de 0,008 mg/mL fueron consideran resistentes y con
una CIM por debajo de 0,002 mg/mL sensibles (Alippi y col., 2006)
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo, se encuentran dentro de los parametros de
referencia de publicaciones de otros autores, respecto a P. larvae y a otros microorganismos,
usando los mismos y otros antibidticos, tomando en cuenta el intervalo de valores de CIM
(0,001 a 0,128 mg/mL).

En nuestros ensayos las cepas de P.larvae estudiadas presentaron valores de CIM para TLS
comprendidos entre 0,008 y 0,001 mg/mL, por lo tanto, segun el criterio establecido por Alippi
(2006), son todas sensibles a este antibiético. Mientras que los valores de CIM para OTC
presentados por las cepas de P.larvae, se encuentran entre 0,01 y 0,5 mg/mL, por lo que son
consideradas resistentes en base al criterio sugerido por Alippi (1996).

4.5. Andlisis de posibles cepas resistentes

Las cepas aisladas a partir de las colonias desarrolladas dentro de los halos de inhibicién del
crecimiento, fueron identificadas como P.larvae, descartando asi la posibilidad de ser
contaminantes, sugiriendo un nuevo analisis de actividad antimicrobiana con los mismos
antibioticos y una posterior comparaciéon de los valores de CIM, respecto a los de las cepas
originales de las cuales provienen.

A continuacion se detallan los valores de CIM para OTC y TLS de las cepas posibles

resistentes (Tablas 4.6 y 4.7).

4.5.1 Oxitetraciclina

Tabla 4.6. Valores de CIM para OTC.(mg/mL).Diametros de zonas de inhibicién del crecimiento (mm %
D.S) de las posibles cepas resistentes de P. larvae.

O?’ecprisg R 1 0,5 0,25 0,06 0,03  |0,010,005
2 223425 | 233+29 | 18,020 NI NI | NI
5 353+0,6 | 28,0+1,0 NI NI | NI
7 39,0436 | 350+00 | 333+2,9 | 30,0+0,0 DISM | NI | NI
9 37,5435 | 32,7+4,0 | 29,7+25 | 233+2,9 DISM | NI | NI
10 383+2,9 | 343+12 | 31,7+2,9 | 29017 DISM | NI | NI
11 30,0£2,0 | 26,017 DISM NI NI | NI
T DISM NI NI NI NI NI | NI
13 457+21| 40,0+0,0 | 38,0+1,7 | 357+4,0 | 26,7+1,2 | 20,7+1,2 | ND| ND
14 357+12 | 350+0,0 | 30,0+0,0 -I DISM NI N | NI

NI: No inhibié el crecimiento ND: No determinado
OTC: Oxitetraciclina D.S: Desviaciéon Standar
E== C|M: Concentracién Minima Inhibitoria == DISM: disminucién del crecimiento
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De acuerdo a la tabla 4.6, las cepas 5 y 11 no resultaron resistentes como se sospechaba,
ya que presentaron la misma CIM que las cepas originales y con un tamafio de halo de
inhibicion del crecimiento practicamente idéntico. La CIM de la cepa 12 y 13 no pudieron ser
determinadas, en la primera debido a que se probaron concentraciones del antibiotico mas
bajas que las necesarias para inhibir el desarrollo del microorganismo, y en caso de la segunda
no se encontrd el punto de corte con las concentraciones del antibiético ensayadas. Las cepas
2, 7,9, 10 y 14, presentaron una CIM menor que las cepas originales, por lo tanto, no serian
resistentes. El fendbmeno de desarrollo de colonias dentro del halo de inhibicion del crecimiento,
podria explicarse como la presencia de cepas que hayan adquirido resistencia a la OTC debido
a una presién de seleccion, y que luego de los sucesivos repiques puedan haber revertido a la
cepa salvaje, en caso de ser una resistencia debida a una mutacién, o que hayan sufrido una
pérdida del plasmido que lleva los genes de resistencia.

4.5.2 Tilosina

Tabla 4.7. Valores de CIM para TLS (mg/mL).Diametros de zonas de inhibicién del crecimiento (mm %
D.S) de las posibles cepas resistentes de P. larvae.

TI(_:SeFr)r?gl/:am_L 0,06 0,03 0,016 0,008 0,004 0,002 | 0,001 [0,0005
1 290+14 | 26,0+2,8 | 20,0+0,0 16,0+2,8 | 12,0+2,8 |6,0£0,0| NI NI
5 220+0,0| 200+0,0 | 14,0+0,0 | 12,0+0,0 8,0+0,0 NI NI NI
6 32,0+£0,0 | 28,0+0,0 | 22,7+28 | 17314 [ 12,714 DISM NI NI
13 2000+0,0 | 153+1,2 | 13,0+1,0 | 10,0+0,0 8,0+0,0 NI NI NI

NI: No inhibié el crecimiento
D.S: Desviacién Standar
== C|M: Concentraciéon Minima Inhibitoria

TLS: Tilosina

== DISM: disminucién del crecimiento

Se puede observar en la tabla 4.7 que las cepas 5 y 6 mostraron halos de inhibicién de
crecimiento de menor tamafio que las cepas originales, sin embargo, tuvieron una CIM igual.
Por otro lado, las cepas 1 y 13 presentaron una CIM menor que las cepas originales. Con lo
cual podria concluirse que estas cepas no son resistentes a la TLS. De la misma manera que
para OTC, se puede inferir que el fenébmeno de desarrollo de colonias dentro del halo de
inhibicion del crecimiento, corresponderia a la presencia de cepas mutantes resistentes a la
TLS, que hayan revertido o a la adquisicion de plasmidos con genes de resistencia que se
hayan perdido, luego de los repiques.
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El uso profilactico o terapéutico de antibioticos en el tratamiento de la Loque Americana
presenta una limitada efectividad, debido a la capacidad del patégeno de formar esporas
altamente resistentes a agentes quimicos o fisicos (Hansen y Brodsgaard, 1999), manteniendo
su capacidad de germinacion cuando se le presentan las condiciones adecuadas (Haseman,
1961). El uso incorrecto de antibidticos también influye en el fracaso del tratamiento, porque
favorece la generacion de cepas de P. larvae resistentes, con la consiguiente complicacién en
la erradicacion de la enfermedad en un apiario.

Ademas de los resultados obtenidos en esta investigacion, ya existen informes sobre la
aparicion de cepas resistentes a OTC en Argentina y Estados Unidos (Alippi, 1996; Miyagi y
col., 2000). La OTC pertenece a la familia de la tetraciclinas, y el mecanismo se resistencia de
P. larvae podria ser el mismo para ambas, ya que se ha demostrado que existe una
comprobada resistencia cruzada entre las tetraciclinas (Roberts, 1996; Roberts, 2005). Se
conoce que las tetraciclinas ingresan a la bacteria atravesando la membrana celular mediante
transporte activo, hasta alcanzar el sitio de accion, es decir, la subunidad ribosomal 30S donde
se produce la unién para inhibir la sintesis proteica. Se han descripto algunos posibles sistemas
de resistencia de P. larvae, como por ejemplo, la sintesis de enzima inactivadoras y
mecanismos de proteccion del ribosoma. Sin embargo, se cree que la principal resistencia de
este microorganismo a las tetraciclinas puede deberse a la alteracién del sistema de transporte
activo, mediante bombas de eflujo dependientes de energia (Roberts, 1996). Existe una cierta
promesa de identificar genes conservados vinculados con estos mecanismos de resistencia,
para utilizarlos como marcadores genéticos y poder predecir el grado de resistencia en
aislamientos especificos, mejorando el control del patégeno. Las proteinas de eflujo Tet,
codificadas por los genes tet, y que estan asociadas a membrana, expulsan tetraciclinas de la
célula, disminuyendo su concentracion intracelular.

En un estudio se amplificé por PCR, el gen tet K, uno de los determinantes de eflujo activo
de bacterias Gram positivo, s6lo se encontré un 5% de correlacion entre la presencia del gen y
las cepas de P. larvae resistentes a tetraciclina, por lo que aun no ha podido establecerse
cuales son los determinantes de resistencia a tetraciclina de este microorganismo (Alippi y col.,
2007). Por otro lado, dado que algunos de estos genes tet residen en elementos genéticos
moviles, y pueden intercambiarse entre bacterias (Roberts, 1996, Roberts, 2005), un analisis de
ADN extra-cromosomal, mostré que todas las cepas P. larvae tet K-PCR positivas presentaban
dos bandas de plasmidos (Alippi y col., 2007), sugiriendo que la resistencia puede ser
epigenética en la naturaleza, es decir, modificaciones en la regulacién de la expresién genética

sin implicar cambios en la secuencia del ADN, especificamente a través de plasmidos (Adams y
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col., 1998). Ademas, se reportd que algunas de las cepas P. larvae resistentes a tetraciclina
eran capaces de trasferir el determinante tet K a Bacillus subtilis, lo que sugiere que un
mecanismo de conjugaciéon es el que estaria involucrado en la trasmision del fenotipo
tetraciclina-resistente (Alippi y col., 2007). Finalmente resulta clave conocer también, estos
mecanismos por los cuales P. larvae adquiere resistencia para contribuir a predecir la eficacia

de nuevos antibitticos alternativos (Kochansky y col., 2001).
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Se logré identificar todas la cepas estudiadas, mediante pruebas sencillas de laboratorio,

como Paenibacillus larvae.

El medio de cultivo sélido MYPGP resulté altamente efectivo para determinar la CIM de
los antibidticos ensayados frente a P. larvae, ya que permitié el crecimiento optimo de este
microorganismo Yy gracias a su coloracion traslucida una adecuada lectura de los halos de
inhibicion.

El diluyente adecuado para la oxitetraciclina fue agua destilada estéril, mientras que para
la tilosina se us6 Dimetilsulfoxido con 6éptimos resultados, ambos permitieron la buena
difusion del antibiético en el medio de cultivo sélido MYPGP, sin inhibir el crecimiento de
P.larvae.

Para el andlisis de la actividad antibacteriana, el uso de la espatula de Drigalsky para la
dispersién del inoculo, resulto ser mas eficiente que el hisopo, presentando halos de

inhibicion del crecimiento mas definidos.

La cepa 4 fue la mas susceptible y la 14 la mas resistente a oxitetraciclina. Mientras que
las cepas 10 y 11 fueron las mas sensibles y la 1,2 y 13 las mas resistentes frente a
tilosina.

Todas las cepas aisladas de las colonias desarrolladas dentro del halo de inhibicién del
crecimiento presentaron una CIM menos o igual a las cepas originales, frente a

oxitetraciclina y a tilosina, concluyendo ser sensibles a ambos antibioticos.

La tilosina resulto ser el antibiético que presentdé mayor actividad antibacteriana frente a
todas las cepas, por lograr inhibir su crecimiento a menores concentraciones que la
oxitetraciclina.
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La oxitetraciclina fue durante afos el Unico antibiético aprobado para el tratamiento de
Loque Americana, sin embargo, su empleo en forma indiscriminada tanto para la
prevencién como para el control de la enfermedad ha generado una importante presiéon de
seleccidn favoreciendo la aparicion de cepas bacterianas resistentes.

Desde la aprobacion del uso de tartrato de tilosina, la administracién de este antibi6tico
podria ser una alternativa eficaz en la lucha contra la enfermedad, junto con otras pautas

de manejo integrado, respetando las consignas clasicas del tratamiento.
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