ESTUDIO BACTERIOLOGICO DE LA «LOQUE EUROPEA»

GRAVE ENFERMEDAD
DE LAS LARVAS DE ABEJAS EN LA ARGENTINA !

Por EDGARDO N. CAMUGLI1 2

I. INTRODUCCION

En la primavera y verano de 1959 se presenté en nuestro pais
una grave enfermedad de las larvas de abejas, que al principio
desconcerté a los apicultores y que con sintomas desconocidss, hasta
entonces causaba mortandad en los cuadros de cria, disminuyendo
la poblacién de las colonias.

La enfermedad se manifesté con caricter de epizootia en el cen-
tro apicola de la provincia de Buenos Aires, causando cuantiosas
pérdidas.

Los panales estudiados presentaban larvas infectadas y muertas,
en celdas no operculadas y en el primer estado de desarrollo. Al
iniciarse el ataque la segmentaciéon de las larvas se hacia mas mar-
cada, perdiendo la rigidez, el brillo y el color perlaceo. El color de
blanco azulado en las larvas sanas, se hacia amarillento en las ata-
cadas, legando a amarillento-moreno o moreno en las muertas. Se-
gun el periodo de ataque, la consistencia variaba de seca a semi-
fluida y hasta normal en larvas recientemente muertas: el tegumento

1Trabajo realizado en el Departamento Laboratorios de la Direccién de
Agricultura del Ministerio de Asuntos Agrarios de la Provincia de Buenos Aires
y en el Laboratorio de Microbiologia Agricola de la Facultad de Agronomia
de La Plata. Presentado y aprobado en el Primer Congreso de Apiculiura reali-
zado en Junin, en junio de 1961.

2 Ing. Agrén. Jefe del Departamento Laboratorios de la Direccién de Agri-
cultura del Ministerio de Asuntos Agrarios de la Provincia de Buenos Aires.
Profesor Adjunto de Microbiologia Agricola de la Facultad de Agronemia de

la Universidad Nacional de La Plata.
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se rompia con facilidad y dejaba salir un liquido ligeramenie vis-
ceso. Las larvas miuertas al secarse tomaban el aspeto de escamas,
no se adherian a las paredes de la celda y caian al invertir el
panal y golpearlo. El olor era desagradable, agrio y a veces nausea-
bundo, variando de acuerdo a la predominancia de los microorga-
nismos sapréfites asociados a la enfermedad.

En el presente informe resumimos las tareas de caracter bacte-
riolégico que permitieron diagnostiar, en febrero de 1960 y por
primera vez en nuestro pais, la enfermedad de las larvas de abejas
denominada “Loque europea”. Destacamos que se arribé a esta
conclusién de acuerdo con los trabajos de White y que las ohserva-
ciones y tareas que estamos realizando de conformidad con los ul-
timos resultados obtenidos por Bailey (2), sobre la etiologia de

la enfermedad, motivara un informe posterior.

II. MATERIAL Y METODOS

Los aislamientos para obtener cultivos puros de los microorganis-
mcs acompaiiantes de la enfermedad, los realizamos por el método
de las estrias o de las diluciones sucesivas en cajas de Petri. Las
determinaciones rapidas para establecer la dominancia de determi-
nadas especies microbianas, las efectuamos en tubos de agar esiria,
sembrando el material con un ansa estéril luego de humedecerlo en
el agua de condensacién. Con este procedimiento hemos obtenido
en muchas oportunidades cultivos practicamente puros de Bacillus
alvei, Streptococcus apis y Bacillus orpheus; no obstante, para te-
ner la absoluta seguridad de la pureza de los cultivos empleamos el
método arriba mencionado.

El aislamiento de las especies bacterianas esporuladas, tales comeo
el B. alvei y B. orpheus, fue facilitado sometiendo las larvas muertas
a un calentamiento previo a 80° C durante 10 a 15 minutos.

Para los aislamientos empleamos, primitivamente, el siguiente
medio de cultivo:

RIBCOSAR I Slesr e ie oo ios oo e ceie o s vaie s Tt 10 gramos
Bacto neopectona....... ST S S 57 6 B Bast 10 »
Bacto extracto de levadura................. 10 »
Extracto de zanahoria............. KDL d, b 200 mililitros
Gistefna oo L L Bl LR £ ot S 80 »
Agugdestiladar. .ol 20, duo, i, . ohis e At . 800 »
LTI 6 S mOB SN0 (501G 0 b ot B AR e DB L o, 15 gramos

pH 6,8-7,0
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En este medio de culiivo desarvolla el Bacillus larvae, causante
de la “Loque americana”; originariamente lo utilizamos, puesto
que al iniciar los estudios no habfamos descartado la posibilidad
de que la epizootia fuera producida por ese germen. Debemos
destacar que en este medio de cultivo desarrollaron bien dos de
las especies microbianas sefialadas mas arriba, el B. alvei y el B.
orpheus.

También empleamos con optimos resultados el agar nutritivo para
aislamientos y repiques.

No detallamos otros medios de cuitivo, reactivos Y procedimientos,
puesto que todos ellos constituyen los elementos y técnicas comunes
para cuniplir con las exigencias de la planilla bactericlégica.

Las observaciones de los gérmenes bajo el microscopio las efec-
tuamos con material proveniente de larvas enfermas o muertas. De
las larvas enfermas o recientemente muertas extrajimos con sumo
cuidado, por medio de pinzas histolégicas estériles, el intesting me.
dio, lugar de localizacién del agente patégeno. Con este material
efectuamos los frotis que fueron coloreados con violeta de gen-
ciana, azul de metileno y fucsina fenicada de Ziehl. Las observa-
ciones de especies esporuladas las realizamos empleando e! verde de
malaquita y el campo oscuro can nigrosina.

La infeccién artificial de las colmenas sanas la efectuamos con
intestinos de larvas enfermas que presentaban sintomas caracte-
risticos de la enfermedad. Dichos intestinos fueron machacados
€l un mortero con agua estéril, a' razén ‘de 20 intestinos por litro
de jarabe. En algunas ocasiones pulverizamos los cuadros de erfa
¥ las abejas con el jarabe infectante,

Para la infeccién artificial elegimos colmenas con uma pobla-
cién de abejas sanas y activas, cuyos cuadros de cria no mostraban
ningdn sintonia macroscépico de la enfermedad. De dichos cua-
dros retiramos algunas larvas, cuyos intestinos fueron cuidadosa-
mente observados al microscopio, con el fin de descartar la pre-
cencia del Streptococcus pluton.

IIT. RESULTADOS

Los preparados microscdpicos de los intestinos de larvas en-
fermas o recientemente muertas mostraron la morfologia caracte-
ristica del Streptococcus pluton (Bacillus pluton White). Las for-
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mas variaban segin el periodo de ataque, al principio de la en-
fermedad eran casi esféricas, parecidas a cocos, libres, de a dos y
hasta en cadenas, de aproximadamente 1, de diametro; en octros
casos eran lanceoladas. Es de destacar que algunos campos del
microscopio estaban cubiertos por estas formas, presentandose como
un cultivo puro. A veces las formas redondeadas o lanceoladas
se entremezclaban con formas alargadas, bastones similares a los
descriptos como Bacterium eurydice (fig. 7).

A pesar de no haber observado en los preparados microscépicos
formas simi’ares a Bacillus larvae, nos propusimos, no obstante esta
circunstancia, intentar el aislamiento de este germen. Para ello
empleamos el medio de cultivo especial para cu desarrollo, el agar
extracto de levadura y zanahoria con cisteina. Ninguna de las for-
mas aisladas coincidié con las caracteristicas de B. larvee, con lo
cual eliminamos la posibilidad de la presencia de la “Loqgue ameri-
cana”. Por el contrario, en él desarrollaron bien, colonias que luego
identificamos como pertenecientes a B. alvei y B. orpheus. Consi-
deramos que el medio empleado facilita el aislamiento del primero
de dichos gérmenes, el B. alvei, dado que en el agar extracto de
carne las colonias son extendidas y médviles, cubriendo por com-

pleto las cajas de Petri, lo que dificulta su separacién y purificacién.

En el agar extracto de carne aislamos las colonias pertenecientes
a Streptococcus apis.

El B. clvei fue encontrado casi permanentemente en las muestras
analizadas; podemos considerar que su presencia ha sido practica-
mente constante, como también el S. apis y B. orpheus, este ultimo
con un grado de frecuencia algo menor. En un mismo material
hemos identificado las tres especies, pero en general predominaba

el B. clvei y S. apis o uno de los dos exclusivamente.

En algunas oportunidades hemos aislado otros gérmenes que no
ertenecian a ninguna de las tres especies citadas. La aparicién de
=]

estas co'onias fue ocasional.

Las principales caracteristicas de los microorganismos, cuya pre-
sencia en larvas afectadas coadyuvan en el diagnéstico de la enfer-
medad y que fueron observadas por nosotros, en coincidencia con
las descripciones de autores extranjeros, son las que detallamos a
continuacion:



E. N. CamueLr, Estudio bacteriolégico de la “Loque europea” 1

Bacillus alvei (Cheshire y Chayne). — En agar extracto de
carne, en cajas de Petri, produce un desarrollo rapido, al principio
transparente, exiendido, himedo, con bordes irregulares que pare-
cen o'as de un mar encrespado. Esta tltima caracteristica ha sido
sefialada por Harrinson (8), quien sostiene que esta observacign
por si sola sirve para realizar un rapido diagnéstico de la presencia
del bacilo. Por tratarse de colonias méviles que contintan el cre-
cimiento, se unen unas con otras cubriendo por completo las cajas,
haciéndose mas opacas y formando un enduido blanco-amarillento.

En agar estria el crecimiento al principio es delgado, transparen-
te; luego se hace extendido, cubre toda Ia superficie del agar y
toma color blanco-amarillento.

En el caldo nutritivo produce enturbiamiento uniforme con una
pelicula superficial, que luego se deposita en el fondo del tubo.

Desarrolla moderadamente en papa, a lo largo de la estria, con
una superficie brillante de color crema a morenc muy claro.

Lictia lentamente la gelatina en puncion.

No produce nitritos de nitratos, ni hidroliza el almidén.

Produce la coagulacién de la leche, la que toma una coloracién
amarillenta. A las tres o cuatro semanas produce la redisolucién
del coigulo.

En agar extracto de levadura y zanahoria con cisteina presenta
celonias grandes, irregulares de color amarillento-moreno claro, ha-
medas.

Las formas vegetativas estan constituidas por bastones delgados,
ligeramente curvos. de 0,7-0,9 por 3 a 5.5 p, tamano que varia se-
gun el medio de cultivo empleado, con extremos suavemente redon-
deados, muy méviles. Las células se presentan libres, de a dos y a
veces en cadena; {recuentemente se disponen una al lado de la
otra, en forma de empalizada (fig. 1). La coloracién de Gram es
variable; al principio del crecimiento, menos de 18 horas a 37° C,
las células retienen el cristal violeta, pero en los cultivos mas viejos
pierden esa caracteristica para presentarse como Gram negativos.

Las esporas son ovales elipsoidales, de diametro algo mayor que
las células que las contienen, situadas en la parte central del es-
porangio, de 1 por 2 pi: estas endosporas tienen una disposicién muy
caracteristica, al disponerse una al lado de la otra en forma de
empalizada. El esporangio se hace definidamente mas puntiagudo
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que las células vegetativas. Estas dltimas caracteristicas del germen
facilitaron su identificacién (fig. 2).

Streptococcus liquefaciens Sternberg (S. apis Maaszen).— Pre-
senta formas esféricas, a veces ovales, en pares o cortas cadenas, de
aproximadamente 1. de diametro. Desarrolla en el caldo nutritivo
formando un enturbiamiento, que luego se deposita en el fondo del
tubo de ensayo. Acidifica la leche coagulindoia y luego peptonizan-
dola. Desarrolla en gelatina en puncién, licuandola.

Fermenta sucrosa, maltosa, manita, glucosa, lactosa y glicerina,
formando acidos volatiles. El olor agrio o avinagrado de ciertas
formas de “Loque ecuropea”, es atribuido a esta caracteristica del
germen de producir dcidos, como bien lo seiiala Toumanoff. Pro-
duce amoniaco a partir de la peptona. Se multiplica en los medios
de cultivo entre los 12 y 45° C, pero lo hace mejor alrededor de
los 38° C. Desarrolla en presencia de hasta 6 Jc de cal comtn vy
prospera en pH altos, hasta 9.5.

Bacillus laterosporus Laubach. (B. orpheus White). — En el agar
extracto de levadura y zanahoria con cisteina, en cajas de Petri,
desarrclla bien formando colonias circulares, brillantes, de color
amarillento-moreno claro, htimedas, de bordes enteros; al envejecer
se hacen més oscuras, rugosas y pulverulentas.

En agar extracto de carne en cajas de Peiri, las colenias son
mas pequeiias y redondeadas, no extendidas, generalmente rugosas,
de color amarillento moreno. Debemos destacar que las eolonias
aisladas por nesotros eran del tipo rugosc.

Coagula Ia leche. Liciia muy lentamente la gelatina. Desarrolla
én papa, con un crecimiento psco extendido, rugose, de color blan-
co-grisaceo.

En agar estria, el crecimiento es poco extendido, rugoso y more-
no rosado. Produce nitritos de niiratos. No obtuvimos resultados
definitivos sobre fermentacién de azucares, pero hemos constaiado
que produce gas a partir de glicerina. No hidroliza el almidon. ;

Las formas vegetativas estan constituidas por bastones general-
mente mas cortos que los de B. alvei, alrededor de 1 por 3 pu, aero-
bios, méviles, simples o de a pares, de extremos suavemente redon-
deados, Gram variables (fig. 3).

Forma endosporas muy caracteristicas, que se sitiian en la parte
media del esporangio y a un costado, de forma elipsoidal, de 1,2
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por 1,5 p. También en este caso la disposicién de la endospora
facilita la identificacién de Ia especie.

La infeccién artificial de colmenas sanas con intestinos de larvas
enfermas, reprodujo en todas las oportunidades la enfermedad. Los
primeros sintomas aparecieron entre el cuarto y octave dia de efec-
tuada la infeccién. En ese periodo se observé la aparicién de algunas
pocas larvas afectadas; a partir del cctavo dia la infeccign se ge-
neralizé invadiendo practicamente los cuadros de cria.

La sintomatologia macroscopica de estos cuadros, coincidié con
la observada en las colmenas afectadas naturalmente por el mal. De
los intestinos de las larvas enfermas infectadas artificialmente, se
realizaron observaciones microscépicas, constatando permanente-
mente la presencia de las formas pluton y se ideniificaron a los
microorganismos acompanantes del mal, ya sea B. alvei, S. apis o
B. orpheus.

CONCLUSIONES

El fin propuesto al iniciar el estudio del material proveniente
de colmenares atacados por una grave enfermedad, que por pri-
mera vez se observaba en nuestro pais, era establecer qué agente
© agentes patégenos actuaban en las larvas afectadas.

Nuestras observaciones, de acuerdo con los trabajos realizados
por White y por lo postulado por Toumanoff, nos permiten esta.
blecer que la enfermedad estudiada es la “Loque europea”. Debe-
mos significar que nuestros trabajos fueron efectuados siguiendo
los procedimientos clasicos, que hasta antes de Bailey, se emplearon
¥ se emplean ain hoy en diversos paises de Europa y Norte Amé-
rica, para diagnéstico de la enfermedad. Esto es sefialado por la
circunstancia de que la etiologia es complicada y no siempre los
autores se han puesto de acuerdo sobre la verdadera accién que
cumplen los microorganismos encontrados en larvas enfermas o
muertas.

Dice el Dr. Toumanoff: “La loque européenne, d’aprés les re-
cherches de White, est causée par Bacillus pluton accompagné
d’autres microbes saprophytes.

“Parmi les microbes trouvés dans les larves mortes de la loque
eurcpéenne, a part le B. pluton, i] faut citer: B. alvei, Streptococcus
apis, B. orpheus, B. eurydice” y agrega: “La chose la plus surpre-
nante dans les manifestations de cette maladie est la presence, pres-
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que constante, dans les larves a la fin de leur infection, ou aprés
leur mort, de B. alvei, de Streptococcus apis ou de ces deux microbes
a la fois™.

De acuerdo a lo expresado, hemos llegado a la conclusién ante-
dicha por los siguientes motivos:

1? Por la sintomatologia macroscépica de la enfermedad, coinci-
dente con la descripta por los autores clasicos y en conocimiente de
que los sintomas no son todos enteramente idénticos.

2° Por tratarse de una enfermedad infecciosa, atestiguado por los
resultados siempre positivos, al infectar cuadros de cria sancs con
material infeccioso proveniente de intestinos de larvas enfermas,

3? Por la persistencia de observar formas similares a las de Stiep-
tococcus pluton Bailey (Bacillus pluton White), en Ios intestinos
de larvas enfermas, constatacién que se ha hecho a través de miles
de observaciones microscépicas, con material proveniente de colme-
nares afectados de varios partidos de la provincia de Buenos Aires.

4? Por el aislamienio e identificacién de los gérmenes que nor-
malmente acompaian a la enfermedad, tales como B. alvei, S. apis
y B.orpheus.

RESUMEN. — En el presente trabajo se describen en forma sumaria, las ta-
reas de cardcter bacteriolégico que permitiercn diagnosticar, en febrero de 1969,
y por primera vez en la Argentina, la enfermedad de las larvas de abejas
“Loque europea”.

En los sintomas macroscépicos de la enfermedad se destaca que el ataque se
produjo en celdas no operculadas y en el primer estado de desarrollo de las
larvas. Las laryas enfermas presentaban color amarillento a amarillento-moreno,
de consistencia semi-fluida, nunca gomosa. Las larvas muertas al secarse toma-
ban el aspecto de escamas, no se adherian a las paredes de la celda. El olor
era agrio y a veces nauseabundo.

Al describir los materiale: y métodos empleados se sefiala que el medio de
cultivo agar extracto de zanahoria y levadura con cisteina facilité el aislamiento
de Bacillus alvei y Bacillus orpheus. Las infecciones artificiales se efactuaron
con intestinos de larvas enfermas, de acuerdo con lo sedalado por White.

Las observaciones microscépicas del intestino medio de las larvas enfermas
0 recientemente muertas muestran la morfologia caracteristica del Sireptococcus
pluton Bailey (Bacillus pluton White), tratindose de formas que variaban enirz
casi esféricas y lanceoladas, libres, de a dos y hasta en cadenas.

Se intent$ aislar el Bacillus larvae, con resultados negativos. Sz detallan las
principales caracteristicas de los tres gérmenes aislados, B. alvei, B. orpheus y
Streptococcus apis, que permitieron la identificacién.
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La infeccién. artificial de colmenas sanas con intestinos de larvas enfermas,
reprodujo en todas las oportunidades la enfermedad.

Finalmente se sefalan los fundamentos que permitieron diagnosticar la en:
fermedad.

RESUME. — Etude bactériologique de Ia loque européenne, maladie grave
des larves d’abeilles dans |a République Argentine, par Epcarvo N. CamueLr
Dans ce travail on décrit briévement les études bactériologiques qui ont permis
de diagnostiquer en février 1960 er pour la premiére fois dans I’Argentine, la
maladie des larves d’abeilles: “Loque européenne”.

Dans les syntémes macroscopiques de la maladie, on remarque que lattaque
se produisit dans des alvéoles non operculés et dans e premier état de dévelop-
pement des larves; ceux-ci étaient d’une couler jaunitre a jaunitre brun et
d’une consistance semi-fluide, mais jamais gomeuse. A mesure que les larves
se séchaient, elles prenaient Taspect d’écailles et ne s’adhéraient, pas aux parois
de T'alveole. Dans les rayons, l'odeur était aigre et parfois nauséabond.

Quand on fait Ia description des matériaux et des méthodes employés, on
signale que le milieu de culture gélose extrait de carotte, et levain avec cysteine
rendit facile Iisolement du Bacillus alvei et du B. orpheus.

On a realisé les infections artificielles ayec des intestins de larves malades
d’aprés ce que White a signalé,

Les observations microscopiques de Dintestin moyen des larves malades ou
mortes depuis pen, montrent la morphologie caracteristique de I'Streptococcus
pluton Bailey (Bacillus pluton White). 11 s’agit des formes qui varient, 3 savoir:
quasi sphériques, lancéolées, livres, de deux et méme en chaine,

On a essayé d’isoler le Bacillus larvae avec des résultats négatifs,

On donne les détails des principales caracteristiques des trois germes isolés:
B. alvei, B. orpheus et Streptococcus apis, qui ont permis leur identification,

L’infection artificielle de colonies saines faite avec intesting de larves malades,
4 reproduit la maladie dans tous les cas.

Finalement on signale les fondements qui or: permis de diagnostiquer 1la
maladie.
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LAming I

Figs. 1-4. — 1, Bacillus alvei (Cheshire ¥y Chayne). Cultivo puro en agar extracto de levadura y zanahoria con cis
teina. Bastones ligeramente curvos y algunos en empalizada. Aprox. X 2.000; 2, Bacillus alvei (Cheshire y
Chayne). Cultivo puro en agar extracto de levadura y zanahoria con cisteina ; formas esporuladas, en empalizada,
esporangios puntiagudos. Aprox. X 2.000 ; 3, Bacillus laterosporus Laubach (Bacillus orphens White). Cultiyo
puro en agar extracto de levadura y zanahoria con cistefna : formas vegetativas. Aprox. X 2.000; 4, Bacillus
lalerosporus Laubach (Bacillus orpheus White). Cultivo puro en agar extracto de levadura y zanalioria con cis~

feina ; formas espornladas. Obsérvese Ia disposicién central y al costado de la espora. Aprox. X 2,000,
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Figs. 5-8. — 5, Microfotografia del intestino medio de una lary
ton (Bacillus pluton White). Aprox. X 2.000: 6,
medio de una larva enferma. Obsérvese |
pluton Bailey (Baeillus pluton White), y
2000 ; 8, Cuadro de cria atacado.

a recientemente muerta. Imagen de Streplococeus plu

Streplococeus pluton Bailey (Bacillus plulon White) d.

)] intestino
as formas casi esféricas Yy de lancetas.

Aprox. X 1.000: 7,
!l intestino medio de una lary
Larvas sanas enfermas Y muertas.

Streptococeus
a enferma. Aprox. X
Opéreunlos no eribados.

Bacterium eurydice dc
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