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Introduccién:

La loque americana, causada por Paenibacillus larvae, es la enfermedad més peligrosa que afecta las
crias (larvas, prepupas y pupas) de las abejas (Apis mellifera L.) (Bailey, 1991).

Es una enfermedad infectocontagiosa, temida por los apicultores por ser muy insidiosa y tenaz en su
curso (Grobov, 1986). Se encuentra difundida en todo el mundo, ocasionando grandes pérdidas
econdmicas.

Desde el punto de vista taxonémico antiguamente se distinguieron 2 especies bacterianas, una causante
de la clasica escama de loque americana — Bacillus larvae-(White, 1906) y otro menos frecuente, que
causa la escama pulverulenta o Bacillus pulvifasciens (Kazenelson, 1950).

Actualmente, estas dos especies bacterianas se agrupan o clasifican dentro d ela misma especie
Paenibacillus larvae, en la cual se conocen dos subespecies (larvae y pulvifasciens) (Chacana et al.,
2004).

Los objetivos del presente trabajo fueron estudiar las cepas de este agente patdgeno y lograr su
caracterizacion mediante su comportamiento bioquimico y la sensibilidad frente a tetraciclina y
oxitetraciclina , antibioticos ampliamente utilizados en nuestras condiciones para el tratamiento de la
loque americana.

Materiales y Métodos:

Se seleccionaron 136 cepas de Paenibacillus larvae obtenidas de panales con clinica manifiesta de
loque americana (125 procedentes de diferentes provincias de Cuba y 11 de otros paises). El origen de
cada una de las cepas estudiadas fue el siguiente: Las 125 cepas cubanas fueron aisladas para este
estudio en el Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apicola de Sancti Spiritus, Cuba.
Las restantes 11 cepas corresponden: al Instituto Experimental de Jarcov, Ucrania (2); Instituto
Experimental de Veterinaria de San Petersburgo, Rusia (2); Instituto Experimental de Veterinaria,
categoria abejas y peces de Moscu, Rusia (4); Apicultural Research, Dr. D.L. Anderson, Nueva
Zelanda (2) y Coleccion de Culturas Tropicales, Fundacion Andre Torello, Campinas, S.P., Brazil (1).
El cultivo, aislamiento y clasificacion de las mismas se realizd segun Instructivas técnicas del IMV
(1980), Trilenko (1980) y Gordon et al. (1973). Su clasificacion final y la caracterizacién por tipo
bioguimico se efectud segun Jelinski (1985), Sneath (1986), Heyndrickx et al. (1996) y OIE (2004).
Para el estudio de sensibilidad in vitro frente a tetraciclina y oxitetraciclina se utilizaron dos variantes,
primero, el empleo de discos de antibiograma de 6 mm de didmetro, preparados con una concentracion
final de tetraciclina y oxitetraciclina de 5 pg/disco respectivamente, segun la técnica de Shimanuki y
Knox (1994). Se utilizaron suspensiones de células vegetativas (cultivos puros) de Paenibacillus larvae
en agua bidestilada estéril y mediante hisopos de algoddn estériles se dispersaron alicuotas de 180 ul
por placa Petri del medio J. Las lecturas se efectuaron midiendo el diametro del halo de inhibicion,
formado al cabo de 72 horas de incubacion a 37° C + 1, empleando como base el medio J (Gordon et
al., 1973) y el medio MYPGP (Dingman y Stahly, 1983), efectuandose tres réplicas por cepa.

Para los casos que manifestaron resistencia (sin formacién de halo) se utilizé la determinacion de la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), empleando los medios J y agar MYPGP para lo cual se
estudiaron concentraciones crecientes de tetraciclina y oxitetraciclina de 5, 10, 15 y 20 pg/ml,



incorporados al medio fundido a 45° C (Alippi, 1996). Las suspensiones bacterianas se estandarizaron y
se incorporaron sobre las superficies de las placas bien secas a razon de 15 gotas de 5 ul cada una para
cada placa Petri de medio. Se efectuaron dos réplicas de cada cepa y concentracion y un control (medio
J sin el agregado de antibiotico). Las placas se incubaron a 37° C + 1 durante 72 horas, al cabo de las
cuales se realizaron lecturas para la observacion del desarrollo bacteriano, determinandose las CMI
(concentracion méas baja necesaria para impedir el crecimiento bacteriano).

Para la diferenciacion de Paenibacillus larvae larvae y Paenibacillus larvae pulvifaciens se utilizaron
pruebas bioquimicas (Katzenelzon, 1950; Sneath, 1986; Gonzalez, 1986 y Henyndrickx et al., 1996)
(Tabla ).

Resultados y Discusion:

Las 136 cepas estudiadas y clasificadas como Paenibacillus larvae resultaron bastoncitos gram +
agrupados en cadenas cortas, con formacion de esporas elipsoidales en posicidn central-terminal, que
manifestaron incapacidad para el desarrollo en medios de cultivo simples y buen crecimiento en agar
sangre de carnero y agar sangre equino al 10 % (Gonzalez, 1986; Nordstrom, 1995); Medio J y Muller
Hinton agar (Dingman & Stahly, 1983) en los que forma colonias blanquecinas levemente brillosas y
transparentes, coincidiendo con las afirmaciones de Bailey (1984).

Los resultados de las investigaciones bioquimicas mostraron hidrdlisis de almidon y catalasa negativos,
no producen Indol, ni H2S (hidrégeno sulfurado) y no sobreviven en transferencias seriadas en caldo
nutriente (Gordon et al., 1973; Gonzalez, 1984; Alippi, 1992); producen coagulo y peptonizan la leche
tornasolada, licuan la gelatina de Clark y producen acido de trehalosa, pero no de sacarosa y xilosa.

Tabla No: 1 Linea bioquimica para clasificacion de Paenibacillus larvae.

Linea bioquimica Paenibacillus Larvae larvae
TIPO I TIPOV

Manitol - --

Salicina - +

Sacarosa -- --

Trehalosa + +

Xilosa - +

Catalasa - --

H. de almiddn - --

Produccién de Indol -- -

KNO3 + +

H2S -- --

Gelatina de Clark + +
Leche tornasolada C y P CyP CyP

Transferencia en caldo nutriente -- --




Crecimiento a 20°C




En relacién al tipo bioquimico, el 79 % de las cepas se clasifico como tipo bioquimico Il, con
reduccion de nitratos a nitritos, sin producir &cido a partir de manitol y salicina, y el 21 % se clasificd
como tipo bioquimico V, con reduccion de nitratos a nitritos y produccion de &cido de salicina, pero no
de manitol, obteniendo resultados similares a los reportados por Alippi (1996).

Las pruebas bioquimicas (dependencia de tiamina -1 ug/ml- para su crecimiento, desarrollo a 20° C,
fermentacién de manitol y salicina, hidrolisis de arginina y transferencia en caldo nutriente)
desarrolladas para la diferenciacion de Paenibacillus larvae larvae y Paenibacillus larvae pulvifaciens
se pueden observar en la Tabla No 1.

Tabla No. 2 Pruebas bioguimicas para la diferenciacion de P. larvae subssp larvae y pulvifaciens.

Paenibacillus | Dependencia | Crecimiento a Transf.
Larvae de tiamina 20°C Manitol | Salicina | Indol | Arginina | Catalasa Caldo
subssp Nutriente

larvae + - - + - - - -
pulvifaciens - + + - + + + +

Estos resultados se corresponden con los obtenidos por Katzenelzon (1950); Sneath (1986); Gonzalez
(1986) y Heyndrickx (1996).

En el estudio de sensibilidad frente a los antibidticos oxitetraciclina y tetraciclina se pudo evidenciar
que el 26 % (19 cepas) fue resistente a oxitetraciclina y el 32 % (23 cepas) se comporto resistente a
tetraciclina, mientras que el 14 % (10 cepas) mostro resistencia a los dos antibidticos ensayados.
Considerando de forma individual las cepas cubanas aisladas en diferentes zonas geograficas (125) se
observa que las que manifestaron resistencia representan el 50 %. Este comportamiento de
Paenibacillus larvae frente a tetraciclina y oxitetraciclina sustenta la teoria de que muchos apicultores
utilizaron por algun tiempo la aplicacion de antibioticos en forma preventiva y/o tratamientos
indiscriminados en dosis inadecuadas con la consiguiente aparicion de formas de resistencia, lo que
estd en correspondencia con las aseveraciones de Gonzalez (1985); Gonzalez (1986) y Alippi (1996).
Los resultados de la MCI realizada a las cepas que mostraron resistencia en el método del
antibiograma por discos se comportaron en el rengo de 10 ug/ml y 15 pg/ml.

Conclusiones.

1. La totalidad de las cepas estudiadas fueron clasificadas como Paenibacillus larvae, de ellas
123 cepas Sub- especie Larvae.

2. EI 79 % de las cepas de Paenibacillus larvae correspondio al tipo bioquimico Il y el 21 % al
tipo bioquimico V.

3. De las 11 cepas extranjeras estudiadas, nueve resultaron Paenibacillus larvae larvae y el resto
correspondio a la Subespecie pulvifasciens.

4. EI 9 % del total de las cepas cubanas investigadas fue clasificada como Paenibacillus larvae
pulvifasciens.

5. EI 50 % de las cepas cubanas investigadas mostrd resistencia a alguno de los antibioticos
probados (tetraciclina - 32 % - y oxitetraciclina — 26 %) y el 14 % mostré resistencia a los dos
antibioticos.
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