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INTRODUCCION

Lasloques americanay europeason las
enfermedades de origen bacteriano mas im-
portantes que afectan a la cria de las abejas
meliferas (Apis mellifera L.).

lLuego de la deteccidn de la loque ame-
ricana en la Argentina (Alippi, 1992a; Alippi y
Nuiiez, 1991), comenzaron a manifestarse
casos de patologias dudosas cuyos sintomas
se asemejaban a los observados en estadios
finaies de larvas afectadas por la loque euro-

pea (Alippi, 1991a; Bailey, 1984).

En las muestras de restos larvales con
sintomatologia confusa, examinadas con mi-
croscopio opticoy electrénico de barrido (Alippi,
1991b) se observaron esporas de Bacillus
larvae White, agente causal de la loque ame-
ricana junto con esporas del saprobio Bacillus
alvei Chesire and Cheyne y, ocasionalmente,
se visualizaron las formas vegetativas de
Melissococcus pluton (White) Bailey, agente
causal de la loque europea, asociadas con
esporas de Bacillus alvei.

Ambas loques se controlan de modos
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diferentes: en el caso de la americana se
recomienda la guema total del material conta-
minado (Gochnauer et ai., 1975; Hornitzky and
Wilson, 1989) o la desinfeccion del mismo
mediante irradiacion Gamma (Hornitzky and
White,1983) y para la europea, se aconsejan
diversas practicas de manejo por parte del
apicultor (Bailey, 1884) o el tratamiento de las
colmenas afectadas con agentes
antimicrobianos (Gochnauer et al., 1975). A
pesar de estas diferencias, en la Argentina se
utilizan antibiéticos para el control de ambas
enfermedades, muchas veces en forma pre-
ventiva, con el consecuente riesgo gue las
bacterias desarrollen resistencia a los mismos
si su empleo no es el adecuado.

En ese sentido, el objetivo del presente
trabajo ha sido determinar si la presencia casi
constante de B. alveien las muestras analiza-
das se debia a una resistencia adquirida por
dicha especie a los antibiéticos de uso comun
para el control de las loques europea y ameri-
cana.
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MATERIALES Y METODOS

Las cepas bacterianas utilizadas se ais-
laron de muestras de restos larvales, prove-
nientes de colmenas con sintomatologia con-
fusa entre loque americanay europea (Alippi,
1992b) y que habian sido tratadas con
oxitetraciclina en la temporada anterior. Los
aislamientos se efectuaron a partir de suspen-
siones de restos larvales (escamas o material
viscoso) en tubos con 4 ml de agua destilada
estéril, los que fueron calentados a 60°C du-
rante 15 min. Unaalicuota de cada suspension
se diluyo y se sembré en estrias en agar
nutritivo (Merck ®) o agar-cerebro-corazén
(Merck R) (Alippi, 1991b).

Los cultivos de B. alvei se identificaron
mediante: reaccion de Gram, morfologia de
esporas y esporangios, catalasa, reaccién de
Voges-Proskauer (VP), determinacién de pH
en caldo de VP, hidrdlisis de almidén y gelati-
na, supervivencia luego de 10 pasajes en
caldo nutritivo (CN), utilizacion de citrato de
sodio, produccion de acido a partir de D-
manitol, reduccion de nitratos a nitritos, des-
composicion de tirosina, reaccion en leche
tornasolada, descomposicion de caseina, de-
sarrollo en 7% de NaCl, desarrollo anaerdbico
y tincién de glébulos lipidicos (Gordon et al.,
1973; Sneath, 1984; Harmon et al.,1991).

Paraevaluar laresistencia alos agentes
antimicrobianos, se seleccionaron cepas de
B. alvei aisladas de colmenas con anteceden-
tes de loque europea y provenientes de 4
localidades de la Prov. de Bs. As.: Lobos, Gral.
Arenales, Tandil y Tres Arroyos. Las 4 ce-
pas seleccionadas se probaron contra 5
antibidticos mediante la técnica de difusién en
placas con la droga incorporada en discos de
papel de filtro estériles de 6 mm de diametro
(Knox etal., 1977). El medio utilizado fue agar-
cerebro-corazén (Merck ®) a razén de 20 ml/
cajay laconcentracionbacterianadelorden de

107 cel/ml.
Los fueron:

biocidas probados
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oxitetraciclina HCl a una concentracion de
17,8 pg/disco de papel de filtro; tilosina -como
tartrato- (25 pg/disco); virginiamicina 25% p.a.
(200 pg/disco); eritromicina -como etil
succinato- (6,2 pg/disco) y unaférmula comer-
cial compuesta por una mezcla de pirimidina
1% p.a., sulfanilamida 5% p.a., sulfaquinoxalina
1,26% p.a. y furaldehido-semicarbazona 5%
p.a. (250 pg/disco) (PSSF). Las concentracio-
nes utilizadas se calcularon mediante una
relacién entre la dosis por coimena (en ug de
principio activo) y el nimero total de abejas
adultas de la misma (Wilson, 1962; Hitchcock
et al., 1970; Knox et al., 1977).

Las cajas sembradas se incubaron a
35-36°C durante 48 h al cabo de las cuales se
midieron los halos formados (mm de radio de
inhibicién del crecimiento bacteriano).

RESULTADOS

- Las cepas identificadas tentativamente
como B. alvei resultaron: Gram (+) o Gram-
variables, con esporas elipsoidales en posi-
cién central o subterminal y disposicion en
empalizada, catalasa (+), VP (+),conpHen VP
de 4,6-4,8, hidrolizaron almidén y gelatina,
sobrevivieron luego de 10 pasajes por CN, no
utilizaron citrato ni acidificaron D-manitol, cla-
rificaron caseina, no redujeron nitratos ni de-
sarrollaron en 7% de NaCl, fueron capaces de
desarrollar en anaerobiosis, fueron negativas
para tincion lipidica y presentaron resultados
variables para tirosina y leche tornasolada.

Para el analisis estadistico de los resul-
tados se emple6 un disefio completamente
aleatorizado balanceado con 5 tratamientos ¥
4 repeticiones por tratamiento. Previamente
se efectud un ensayo en blanco para determi-
nar que el testigo (agua destilada estéril) no
ejercia control alguno.

Se realizé un analisis de la varianzapara
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probar la hipétesis de igualdad de efecto pro-
medio de los 5 antibiéticos. Dado que la hipé-
tesis fue rechazada (F=435,41**) se procedié
a comparar las medias de los tratamientos
mediante el test de Tukey a un nivel de proba-
bilidad del 5%. De acuerdo con los resultados
obtenidos, se llegé a la conclusion que los
antibidticos probados presentaron variacio-
nes en cuanto al grado de inhibicion del desa-
rrollo bacteriano (Fig. 1).
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Figura 1: Evaluacién “in vitro” de cinco antibiéticos
para el control de B. alvei. Los valores con la misma
letra (promedio de 4 repeticiones ) no difieren entre si
en forma significativa (P=0,05) de acuerdo con la
prueba de Tukey.

OXT= oxitetraciclina HCI; TIL=tilosinatartrato;, PSSF=
pirimidina + sulfanilamida + sulfaquinoxalina +
furaldehido semicarbazona; ERT= eritromicina; VIR=
virginiamicina

Sensitivity of Bacillus alvei to five antibiotics. Values
followed by the same letter (mean of 4 replications) are
not significantly differentat P= 0,05 accordingto Tukey’s
test. Mean radius of inhibition zone (in mm) vs.
treatments (antibiotics).

OXT= oxytetracycline hydrochloride; TIL= tylosin
tartrate; PSSF= pyrimidine + sulphanilamide +
sulphaquinoxaline + semicarbazone; ERT=
erythromycin; VIR= virginiamycin

La oxitetraciclina HCI indujo a la forma-
cion de halos de inhibicion de menor tamano
que en los restantes casos (Fig. 1) lo cual
implica una menor eficiencia comparada con
elresto alas concentraciones ensayadas (DMS
0,05= 1,1258).

Las 4 cepas pertenecientes a B. alvei
resultaron resistentes a oxitetraciclina, sus-
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ceptibles a tilosinay PSSF y muy susceptibles
a eritromicina y virginiamicina.

Paralelamente se realizé un andlisis de
varianza no paramétrico (Test de Kruskal-
Wallis) seguido por un test de comparaciones
multiples, arribandose a la misma conclusién
con relaciéon a la menor efectividad de la
oxitetraciclina.

DISCUSION

Losresultados aqui obtenidos coincidie-
ron con los detallados en labibliografia consul-
tada (Gordon et al, 1975; Sneath, 1984,
Hornitzky and Wilson, 1989; Hornitzky and
Karlovskis, 1989).

En la Argentina se emplea cominmente
el clorhidrato de oxitetraciclina para el control
de las loques americana y europea y, en
menor escala el compuesto comercial PSSF
para la europea. Con relacién a tilosina y
eritromicina han sido recomendadas en EE.UU.
para el control de la loque americana (Hitchcock
et al., 1970) y la europea (Wilson, 1962) res-
pectivamente, pero en la Argentina aun no se
han aplicado comercialmente.

Se ha demostrado que las colmenas
infectadas con la loque americana nose curan
completamente con oxitetraciclinay los sinto-
mas de la enfermedad se manifiestan nueva-
mente hasta 1 ano después de efectuado el
tratamiento (Oldroyd et al., 1989). Oldroyd y
colaboradores (1989) también concluyeron que
las curas con oxitetraciclina, que normalmente
se emplean para la prevencion de la loque
europea, enmascaraban los sintomas de la
loque americana, dificultando el correcto diag-
ndstico de ambas enfermedades. Casos simi-
lares fueron observados enla Prov. de Buenos
Aires (De Jong, com. pers., 1990).

En un estudio previo, sobre un total de
144 muestras analizadas, se identifico a B.
alveien el 93,75% de las mismas y a B. alvei
junto con B. larvae en un 45,93% (Alippi,
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1992b).

Los resultados aqui obtenidos permitie-
ron demostrar que la incidencia tan alta de B.
alvei en los apiarios argentinos estaria en
relacién directa con su alto grado de resisten-
cia hacia la oxitetraciclina, el antibidtico de
mayor difusién en el pais para el controlde las
loques europea y americana.

Esto explicaria la existencia de ciertos
cuadros de sintomatologia confusa entre am-
bas enfermedades, que serian ocasionados
por una multiplicacion exagerada de B. alvei
en los restos larvales.

Restaria por establecer, mediante estu-
dios posteriores, si la resistencia adquirida por
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B. alvei al clorhidratode oxitetraciclina se debe
a una transferencia de plasmidos o a otro
mecanismo que hubiera permitido la seleccion
de cepas resistentes.
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