UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PLATA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS Y FORESTALES

A clony, A4
¥ - r

>

Titulo: Manejo de la loque americana en Argentina, desde su introduccién a la

actualidad.

Nombre y Apellido: Maite Arribillaga

Legajo: 24161/9

DNI: 28779614

Correo electronico: maite.arribillaga@agro.unlp.edu.ar, maitearri@hotmail.com
Telefono: 221-5372118

Director: Dra. Albo Graciela

Co-director: Dr. Reynaldi Francisco

Modalidad: Revisién bibliografica


mailto:maite.arribillaga@agro.unlp.edu.ar
mailto:maitearri@hotmail.com

A. RESUMEN

La loque americana (LA) es la enfermedad bacteriana mas grave que afecta a las
abejas meliferas (Apis mellifera., L) tiene distribucion cosmopolita. El agente causal es
Paenibacillus larvae, una bacteria gram positiva flagelada, cuya principal caracteristica
es la formacion de endosporas altamente resistentes. Este patdgeno afecta la cria
durante las etapas larval o pupal, siendo sus esporas la forma infecciosa. Las larvas
de abejas son mas susceptibles a la infeccién durante las primeras 36 horas después
de la eclosion del huevo. Eventualmente conduce al colapso de la colonia entera,
cuando no se detecta a tiempo y se procede a su control. La enfermedad es
considerada muy contagiosa; por lo tanto, es una patologia de declaracién obligatoria
en la mayoria de los paises, incluyendo a la Argentina. Desde su introduccion a la
Argentina, en 1989, se realizaron distintas investigaciones para controlar la
enfermedad. Los primeros estudios se basaron en el empleo de antibiéticos hasta que
en 2016 se prohibieron debido a la aparicién de casos de resistencia. Otras lineas de
trabajo ensayaron aceites esenciales, control biologico, pautas de profilaxis y manejo
como alternativas de control para asegurar mieles sin residuos de antibidticos,
exigidas en el mercado internacional. El propésito de este Trabajo Final de Carrera es
realizar una revision bibliografica del manejo de la LA desde su introduccién en la

Argentina en 1989, a la actualidad.
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B. INTRODUCCION

Las abejas meliferas (Apis mellifera, L.) estan ligadas al bienestar humano porque a
través del pecoreo impactan en el mantenimiento de la biodiversidad. Son
protagonistas centrales de la reproduccion de las plantas silvestres y la produccion de
cultivos. Constituyen el grupo mas importante de polinizadores manejados por el
hombre, ya que visitan mas del 90% de los 107 cultivos globales basicos que
garantizan la seguridad alimentaria en el mundo (Potts et al., 2016). Por este motivo,
en el mundo la apicultura forma parte integral de la agricultura, ya sea como actividad

principal o complementaria (Narjes et al., 2019).

En los ulmos afios, la polinizacién y la produccion de miel se han visto amenazadas
por una serie de condiciones hostiles y, para complejizar este escenario, la agricultura
mundial esta aumentando la dependencia de la polinizacion entomofila afio tras ano,
(Aizen et al., 2008; Aizen et al., 2019). Mas aun, en este momento, donde los
polinizadores silvestres estan disminuyendo, las abejas meliferas crecen mas
lentamente que la demanda agricola de polinizacién y también se ven afectadas por

las pérdidas de poblacién (Aizen et al., 2009; Potts, 2010; Saéz et al., 2020).

En este contexto mundial, la Republica Argentina se posiciona como el 4° productor y
3° exportador mundial de miel, después de China y Australia (Manzoni, 2021).
Historicamente, exporta el 95% de su produccion anual, que para el afio 2020, se
estima corresponderia con 72.000 toneladas. Los principales compradores de miel
argentina son: Estados Unidos y Alemania (mas del 60% de lo exportado); el resto se
destina a destinos tales como Espafia, Italia, Francia, Reino Unido y Japén (Manzoni,

2021). Solo el 5% de la produccion se utiliza para consumo interno (SAGyP, 2020), en



este sentido, se sabe que el consumo de miel per capita de Argentina es muy bajo, de

tan solo 250 gramos/habitante/afio (SAGyP, 2020).

El cluster productivo apicola esta compuesto por 14.000 productores y 3,3 millones de
colmenas, distribuidos en 21 provincias, segun datos de la Coordinacion Nacional de
Apicultura, del Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de la Nacion (MAGyP)
(Manzoni, 2021). Este sistema productivo ha adquirido en los ultimos 20 afos una
organizacion destacada, cuenta con un Sistema de trazabilidad Apicola (SENASA,
2020) y un Sistema de Certificacion de Exportaciones Apicolas (SENASA, 2020).
Segun datos oficiales en Argentina, de los 14.000 apicultores inscriptos, el 80% tiene
200 colmenas o menos y sélo un 5% tiene 2.000 o mas colmenas (SENASA, 2019).
Por otra parte, segun (Ardanaz 2016), la provincia de Buenos Aires posee cerca del
42% de las colmenas de nuestro apis; el pequefio apicultor posee hasta 50 colmenas
y, s6lo se ocupa los fines de semana; el apicultor mediano, de 50 a 400 colmenas que
también tiene otro ingreso v, el apicultor profesional que tiene mas de 500 colmenas y

vive de la actividad exclusivamente.

En las ultimas décadas se ha observado una pérdida significativa de abejas en
Estados Unidos, Europa y, mas recientemente en América Latina, Esta pérdida tendria
un origen multifactorial, y entre los indicadores mas significativos estan la exposicion a
fitosanitarios, los efectos agudos del cambio climatico, mala nutricién, inadecuado
manejo de las colmenas y distintos patdgenos que afectan a la abeja. Entre ellos, una
de las mayores amenazas para las colonias de abejas y la viabilidad de la apicultura
es la loque americana (LA), una enfermedad bacteriana altamente contagiosa vy letal,
que se encuentra distribuida alrededor del mundo. El agente etiologico de la LA es la
bacteria Paenibacillus larvae, que junto a Melissococcus plutonius, agente etiolégico

de la loque europea, son las unicas dos enfermedades bacterianas que afectan a las



crias de las abejas. Sin embargo, se diferencian entre si, ya que la loque europea solo
afecta a las larvas en el estadio de cria abierta y no representa un riesgo severo para
el apicultor. Existen ademas otras infecciones que afectan a las crias de las abejas
como la cria yesificada, originada por el hongo Ascosphera apis y, la cria ensacada
provocada por el virus SBV. Ademas, las pupas de las abejas pueden verse afectadas
por una infestacion generada por el acaro Varroa destructor, que también afecta a las

abejas adultas (Ritter, 2014)

C. OBJETIVO GENERAL
Realizar una revision bibliografica del Manejo de la loque americana en Argentina,
desde su introduccién a la actualidad y, determinar el estado actual de esta patologia

en nuestro pais.

D. METODOLOGIA DE REVISION BIBLIOGRAFICA

Para realizar la revision bibliografica se utilizaron bases de datos cientificas
internacionales y regionales como: La Referencia.info/es; https://scihub.org/search/
search.google.com; doarj.org; redaly.org; scopus.com; researchgate.net; google
scholar.com; scielo.org. y revisiones tecnoldgicas nacionales. Se estudié la
patogénesis, filogenia de P. larvae, distribucion de la loque americana, sintomas
clinicos, epizootiologia de la enfermedad y en particular las distintas alternativas de
control que se emplearon en el pais desde la deteccion de loque americana en

Argentina, en 1989, hasta el presente.

E. RESULTADOS DE LA REVISION

1. Patogénesis



La LA es la enfermedad bacteriana mas grave que afecta a las larvas de las abejas
meliferas (Apis mellifera., L.) y presenta una distribucion cosmopolita (Genersch et al.,
2010; Alippi, 2017). El agente causal de LA es Paenibacillus larvae (P larvae), una
bacteria Gram positiva flagelada, cuya principal caracteristica es la formacién de
endosporas altamente resistentes, que constituye la forma infectiva de la patologia
(Alonso-Salces et al., 2017). Este patdgeno infecta a la etapa larval, mientras que sus
signos clinicos aparecen en la etapa de pupa (Genersch et al., 2006). Eventualmente
puede conducir al colapso de la colonia entera (Genersch et al., 2010; Alippi, 2017). La
infeccidn de las larvas se produce por la ingestién de las esporas con el alimento (miel,
polen y jalea real) proporcionado por las abejas nodrizas a las larvas (Hansen &
Brodsgaard, 1999; Forgen et al., 2018). Las larvas de abeja melifera son altamente
susceptibles a la infeccidon durante las primeras 36 horas (h) después de la eclosion
del huevo (Ashiralieva & Genersch, 2006), de hecho, solo diez esporas se requieren
para enfermar una larva de menos de 24 h (Bamrick, 1967). Sin embargo, se requieren
dosis mucho mas altas para infectar con éxito una larva de mayor edad, en
condiciones naturales (Genersch et al., 2005). Experimentalmente, se comprobd que
la DLsg (dosis letal media) es de 8,49 + 1,49 esporas para larvas de 24-48 horas de
edad mientras que se necesitan millones de esporas para infectar larvas de mas de 2
dias (Hansen & Brgdsgaard, 1999; Borracci et al., 2004). La relacién dosis-mortalidad
estda muy influenciada por la edad de las larvas, la constitucién genética y la cepa
bacteriana (Genersch et al., 2005). Las abejas adultas no son afectadas (Genersch et

al., 2010).

Las esporas germinan en el intestino de la larva y las células vegetativas atraviesan la
membrana peritréfica e infectan la hemolinfa, multiplicandose activamente (Genersch

et al., 2010). Finalmente, la larva muere debido a la septicemia y sus cadaveres son

10



digeridos por las células bacterianas vegetativas que finalmente esporulan y
transforman esas larvas en un material gomoso primeramente y luego en escamas
secas que contienen millones de esporas de P. larvae (Foto1) (Hansen & Brodsgaard

1999; Cornman et al., 2013; Djukic et al., 2014).

Foto 1. Pupa afectada por loque americana, transformada en una escama tipica
de la enfermedad (Reynaldi & Leveratto

2. Filogenia de Paenibacillus larvae

Hace mas de un siglo, George F. White, fue quien caracterizé6 por primera vez el
agente etiolégico de LA denominandolo Bacillus larvae debido a su forma de bastén y
la capacidad de formar endosporas (White, 1906). Casi 100 afios después, en 1993
Ash y colaboradores realizaron un estudio del ARN 16s y lograron reclasificar al
género Bacillus en dos géneros, Bacillus y Paenibacillus, ubicando en este género a la
especie Paenibacillus larvae. Posteriormente, (Heyndrickx et al 1996) subdivide a la
especia P. larvae en dos subespecies, P. larvae larvae y P. larvae pulvifaciens.
Finalmente, De Graaf y colaboradores (2006), a partir de un estudio taxondémico
polifasico que comprendidé caracteristicas morfolégicas, bioquimicas y estudios

genomicos del ADN bacteriano, usando técnicas de rep-PCR y electroforesis en gel de
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campo pulsado (PFGE), concluyeron que la diferenciacién entre las subespecies P.
larvae larvae y P. larvae pulvifaciens no era justificada, ya que ambas eran variantes
de la especie P. larvae, sin diferenciacién a nivel de subspp. En la actualidad, el uso
de huellas dactilares de ADN generadas por rep-REP y empleando primers BOX-PCR
y REP-PCR permiten distinguir cuatro patrones distintivos de P. larvae, denominados

A, B, Cy D (Genersch et al., 2010.)

En Argentina, (Alippi & Aguilar, 1998) confirmaron la presencia de tres genotipos (A, B
y C). Posteriormente, en 2004 (Alippi et al., 2004) caracterizaron distintas poblaciones
de la especie P. larvae a partir de un estudio donde se recuperaron aislamiento de P.
larvae a partir de mieles de la provincia de Buenos Aires, Argentina. En ese muestreo
se detectdé por primera vez el genotipo D por primera vez en nuestro pais. Los
patrones de huellas dactilares rep-PCR obtenidos se compararon con los patrones
existentes en una coleccion mundial de cepas de P. larvae. Otro hallazgo derivado del
estudio molecular de los aislamientos de P. larvae fue el hecho de detectar el patrén C
(solo encontrado en Argentina),y en una muestra de Uruguay ubicada en la linea
fronteriza, lo que sugiere que el genotipo C podria haber sido derivado del genotipo A
y diseminado a Uruguay desde Argentina. Estos tipos de hallazgos apoyan la hipotesis
de que la LA esta expuesta a una presion selectiva limitada de fuentes climaticas y

ambientales (Alippi et al., 2004)

3. Distribucion geografica de la loque americana

3.1. En el mundo

Debido a su naturaleza altamente contagiosa y patogénica, la LA causa enormes
pérdidas econdmicas a la apicultura. La Organizacion Mundial de Sanidad Animal

(OIE) considera que la enfermedad es de importancia socioeconémica en el comercio
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internacional de abejas y productos apicolas (Djukic et al., 2014, Meziane et al., 2015).
La enfermedad esta presente en todo el mundo, excepto en la regién central de Africa
(Ellis & Munn, 2005; Human et al., 2011, Pirk et al., 2016) y en India (Pieterse et al.,
2014), donde no existen registros de la patologia. En América Latina y Central se la
detectd en paises como Uruguay, Colombia, Ecuador, Peru, México, Cuba, Belice,
Haiti, Bermudas, Jamaica, Bahamas, Costa Rica, Guatemala, Nicaragua, Panama, y
Chile (Matheson & Reid, 1992; Matheson, 1996; OIE, 2004; 2008). Estudios mas
recientes determinaron la presencia de la enfermedad en Uruguay, Brasil, Colombia;

Chile y Argentina (Alippi et al., 2014; Maggi et al., 2016; Requier et al., 2018).

3.2. En Argentina

En 1980, P. larvae se detectd por primera vez en América del Sur en mieles argentinas
(Hansen, 1984). En 1989, se registrd el primer brote de LA en la localidad de Tandil,
provincia de Buenos Aires, Argentina (Alippi et al., 2014). Este foco se origind en un
colmenar de 1500 colmenas de abejas italianas, que sufrié una mortandad del 42%. El
productor habia realizado una importacion de reinas de un criadero no fiscalizado de
Estados Unidos (Alippi & Nunez, 1991). A partir del primer brote, se origino una

epidemia en toda la Argentina (Alippi & Nufiez, 1991).

Desde su introduccién en la Argentina, se difundié en todas las zonas productoras del
pais, difusion posiblemente vinculada a la trashumancia de colmenas con el objeto de
realizar multiplicacion temprana de colonias, aumentar la produccion de miel y
polinizar cultivos, ademas de la compra-venta de nudcleos, colmenas, paquetes vy
reinas sin control sanitario (Alippi, 1992a; Alippi et al., 2004; Passucci et al., 2006).
Cabe destacar, que en 1994 se realizdé un Taller Internacional sobre LA que reuni6 a
especialistas extranjeros y nacionales que trabajaban el tema. Su objetivo fue elaborar

en forma conjunta un paquete tecnolégico de estrategias de control y prevencion para
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ser implementadas en todo el pais. De este modo y ayudados por una coyuntura de
precios altos en los anos subsiguientes, se desarrollé el programa de "Control de
Loque Americana”, el cual estaba respaldado por un fuerte criterio técnico. Asi se
entra en una etapa llamada “de maduracion" en la cual la enfermedad pasa por
diversos momentos de un control casi total a la presencia de pequefos focos
peligrosos en distintas regiones apicolas. La concientizacion del productor sobre la
seriedad del problema llevéo a una transformaciéon de la industria apicola, la cual
gener6 tecnologias tendientes a reducir el numero de esporas de P. larvae en los

materiales apicolas y consecuentemente la incidencia de la enfermedad.

Segun la Secretaria de Agricultura Ganaderia Pesca y Alimentacién (SAGPyA), ya en
el afio 2005 nuestro pais tenia una incidencia del 5% de la enfermedad. La prevalencia
de la enfermedad no supera el 5% (Reynaldi & Guardia Lépez, 2011). Actualmente, a
pesar de existir frecuentes denuncias de pequefos focos infecciosos que requieren su
atencién (Laboratorio Central de Apicultura, MAA, Com. Pers., 2015), Es importante
recordar que en la Republica Argentina la LA es una enfermedad de declaracion
obligatoria a SENASA, a través de la Resolucion N° 383 del 16 de agosto de 1990 de
la ex-Secretaria de Agricultura, Ganaderia y Pesca, y es este organismo el que eleva
la denuncia a la OIE (Oficina International de Epizootias de la Organizacion Mundial de

Sanidad Animal) (OIE, 2020; Alippi, 2014).

4. Sintomas clinicos

Los sintomas clinicos mas frecuentes en colonias que sufren LA se manifiestan por la
presencia de celdas de cria vacias, intercaladas con celdas con cria (cria salteada),
que muestra celdas operculadas y desoperculadas, ubicadas en forma irregular en los
cuadros de cria. Los opérculos se presentan oscuros, hundidos, a menudo perforados

(Foto 2) y, al introducir un palillo en el interior de las celdas, se observa que la pupa se
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3

(o) IV}

ha transformado en un “material pegajoso”, que se estira mas de 2,5 cm (Foto 3).
Posteriormente, las pupas afectadas se transforman en escamas, estiradas a lo largo
de la celda y firmemente adheridas (Foto 1). La colonia afectada presenta olor a cola
de carpinteria. El diagnéstico se basa en la observacion de estos sintomas clinicos en

la colmena y en el aislamiento bacteriano a partir del material de colonias infectadas

(De Graaf et al., 2006).

Foto 3. Estadios pupales afectados de loque americana. La pupa, con
septicemia, se estira 2,5 cm y contiene millones de endosporas de P. larvae
(Reynaldi & Leveratto)
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5. Epizootiologia

La resistencia de las esporas de P. larvae es el principal problema en el control y
prevencion y ademas favorece la diseminacion de la enfermedad, ya que estas
esporas pueden sobrevivir mas de 35 afios a campo, varios afios en la miel, e incluso
en el material apicola (Generch et al., 2010). Esta estructura propia de las esporas, les
da la capacidad de tolerar la accion de desinfectantes de uso comun. Una vez que se
infecta una larva de menos de 36 horas de vida con esporas viables de P. larvae, esta
larva en general logra llegar a pupa y es en ese estadio donde muere,
transformandose primero en un material viscosa de color marrén oscuro que se puede
estirar hasta 2,5 cm (Foto 3). Luego de 10 dias aproximadamente y debido a las
caracteristicas de temperatura y humedad constante dentro de la colmena (Genersch
et al., 2010), esta masa viscosa se trasforma en una escama seca fuertemente
adherida a la celda que contiene entre 1,5y 2,5 X10 ° esporas (Genersch et al., 2010)
(Foto 1). Tanto el material viscoso como la escama que se encuentran dentro de las
celdas, intentan ser retirados de las celdas por las abejas “limpiadoras” utilizando sus
mandibulas y maxilas. De esta forman “contaminan” sus piezas bucales con esporas
de P. larvae. Posteriormente, y debido a que las abejas son insectos sociales y pasan
por diversas funciones, las abejas limpiadoras pasan a ser “nodrizas” que alimentan a
las larvas En primera instancia las abejas nodrizas alimentan a las larvas grandes (3 a
6 dias de edad) con papilla de miel (miel + polen + saliva) y luego comienzan a
alimentar a las larvas chicas (0 a 3 dias de edad) con jalea real que es producida por
las glandulas hipo faringeas. Simultdneamente, las abejas pecoreadoras cuando
regresan a la colmena con cargas de néctar o polen, transfieren las cargas a otras
abejas, principalmente el néctar a otras abejas obreras hasta que finalmente depositan

miel “verde” en las celdas (trofalaxia). Si la colonia tiene sintomas de loque americana
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(escamas o material viscoso), las nodrizas, que primeramente fueron abejas
limpiadoras, distribuyen el alimento que les llega a partir de la trofalaxia con esporas
de P. larvae, generando la diseminacién de la infeccion a otras celdas de la colonia.
Tanto el material viscoso como la escama de la pupa con LA, son dificiles de remover
de las celdas y las abejas limpiadoras tienen mayor tiempo de contacto y
contaminacion. Este es el ciclo epizootioldgico dentro de una colonia. Una vez que las
esporas estan disponibles en la colonia, se pueden diseminar en los enjambres, la
deriva natural de las abejas (que suele darse en hasta el 5% de los viajes de pecoreo),
el pecoreo; el intercambio del equipo y materiales de la colmena entre colonias o
colmenares (Feldlaufer et al., 2001; Mutinelli, 2003; Lindstrom et al., 2008; Ritter,
2014); la multiplicacién de material vivo contaminado (nucleos, reinas, celdas reales;

jalea real; miel, cera) (Fries & Camazine, 2001)

Una colonia enferma con LA se detecta cuando aparecen los sintomas clinicos, sin
embargo, muchas colonias pueden albergar muchos esporas de P. larvae sin mostrar

sintomas (Riessberger-Gallé et al., 2001).

6. Alternativas de control de loque americana

6.1. En la Unidn Europea, Estados Unidos y Canada

6.1.1. Quema de colmenas vs Control con antibiéticos

En la Union Europea (UE) las colmenas con infecciones por LA deben quemarse y
enterrarse (Anjum et al., 2015). Teniendo en cuenta que en la UE, las abejas se
clasifican como productoras de alimentos de origen animal. Por lo tanto, se debe
establecer un Limite Maximo de Residuos (LMR) del producto o metabolitos
intermedios en la miel para aprobar su comercializacién. Hasta el presente, el Comité

de Medicamentos de uso veterinario (CVMP) no ha establecido los LMR para
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antibidticos (ATB) y sulfonamidas en la miel, lo que significa que el uso de los
antibidticos en la apicultura es cero (0), y en la practica no estan permitidos el uso de
estos productos en colonias de abejas. La legislaciéon actual ha prohibido el uso de
antibiéticos en la mayoria de la UE para tratar la LA, ya que tienen el potencial de

dejar residuos en la miel (Barganska et al., 2011).

Por otra parte, en los Estados Unidos de América (EUA) el tratamiento con antibiéticos
de la clase de las tetraciclinas, que incluyen tetraciclina y el compuesto relacionado
con el clorhidrato de oxitetraciclina, ha sido el método preferido para tratar LA en los
ultimos 50 afos (Bulson et al., 2021). Entre ellos, la oxitetraciclina (OTC =
Terramycin ®) es el antibiético mas utilizado para el tratamiento de esta enfermedad
(Kochansky et al., 2001). Mas recientemente, la tilosina (Elzen et al., 2002; Alippi et al.,
2005) y la lincomicina (Pettis et al., 1996) se han estudiado e incluso utilizado para

controlar la LA a campo (Pettis et al, 1996).

En la actualidad en Estados Unidos y Canada hay tres antibiéticos aprobados para su
uso en abejas meliferas; oxitetraciclina, tilosina y lincomicina. Los veterinarios
documentan la aprobacién del uso de antibidticos en la abeja melifera emitiendo una
receta siguiendo una Directiva de Regulacion Veterinaria, segun lo dicta la etiqueta.
Los veterinarios suministran los productos recetados, mientras que las Empresas
Veterinarias proporcionan los productos formulados. En Canada, no existe un requisito
de Regulacién, los mismos tres antibidticos se recetan y puede haber variaciones
regulatorias entre las provincias. Es importante que los veterinarios conozcan las leyes
de sus estados o provincias. Los tres antibioticos se aplican a las abejas meliferas
mezclandolos con azucar y rociandolos dentro de la colmena. Los cambios de la Food
Drugs Administration (FDA) en UE y del Programa de Colmenar Provincial de Canada

(Canadian Provincial Apiary Program) requieren que los veterinarios trabajen con una
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especie con la que no han trabajado antes, la abeja melifera. Las oportunidades para
los veterinarios familiarizados con la apicultura creceran a medida que los apicultores
comiencen a trabajar con los veterinarios y reconozcan sus habilidades como expertos
en el control de enfermedades (Cripps, 2021). Sin embargo, el uso de estos
antibioticos debe suspenderse con tiempo suficiente antes del flujo principal de miel,

60 dias antes de la cosecha, para evitar residuos.

Resulta trascendental saber que el uso de antibiéticos solo enmascara los sintomas y
no previene la propagacion de la enfermedad porque son activos solo en la parte
vegetativa de la bacteria y no a los esporos; por eso el tratamiento con antibiéticos sin
realizar una limpieza del material afectado solo genera un retraso en la aparicion de
los sintomas, conocido como recurrencia de la LA, que se produce en poco tiempo
(Locke et al., 2019). Ademas, se han detectado cepas de P. larvae resistentes a los
antibioticos en los EE. UU., Canada y Argentina (Alippi et al.,, 2007; Evans, 2003 ;

Miyagi et al., 2000).

6.2. ESTRATEGIAS DE CONTROL DE LOQUE AMERICANA EMPLEADAS EN

ARGENTINA DESDE SU DETECCION AL PRESENTE.

6.2.1. Uso de antibidticos.

En Argentina se empleé OTC (oxitetraciclina) desde la década del 60 para el control
de loque europea en forma preventiva. Esta forma preventiva de administrar
antibidticos en los colmenares para evitar posibles infecciones, produjo un
enmascaramiento de los sintomas clasicos de LA, cuando ingresé P. larvae al pais
Esta situacion, complicé el diagnéstico de P. larvae en el laboratorio porque se

encontraban asociadas a otras bacterias saprobias como Paenibacillus alvei o
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Brevibacillus laterosporus (Alippi, 1999). Alippi desarroll6 un medio semiselectivo que

permite aislar P. larvae a partir de diversas muestras (Alippi, 1991, 1992, b; 1995).

Asimismo, en Argentina, la “administracion preventiva” del ATB clorhidrato de
oxitetraciclina en las colonias durante décadas (Alippi et al., 2007), favorecio la

aparicion de cepas resistentes (Reynadi et al., 2010a).

Ante la aparicion de resistencia de cepas de P. larvae a la OTC vy, considerando que
mas del 50% de la miel argentina se exporta a la UE que exige residuos cero de ATB,
en 2016, el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA)
establecio el “Retiro y Prohibicién” del listado de productos veterinarios aprobados
para uso en apicultura de aquellos elaborados en base al principio activo
oxitetraciclina, destinados al tratamiento de las enfermedades loque americana y
loque europea (SENASA, 2016). Asimismo, cabe destacar que su uso esta prohibido

en muchos otros paises del mundo (Foram, 2010).

6.2.1.1. Caracteristicas de los antibiéticos estudiados para el control de Ila loque
americana en Argentina, desde su introduccién hasta 2016, momento de la

Prohibicion de su Uso por SENASA

6.2.1.1.1. Tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos de amplio espectro con una larga
trayectoria en medicina veterinaria y son utilizados para el tratamiento y control de una
amplia variedad de infecciones bacterianas. Oxitetraciclina (OTC), generalmente en su
forma de clorhidrato, se ha utilizado en la apicultura desde el principio de los afios

sesenta para el tratamiento de enfermedades bacterianas de la cria como LA
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(Hopingarner & Nelson, 1988) y LE (Waite et al., 2003; Thompson et al., 2005). Si bien
se puede usar un mismo ATB para el control de dos infecciones diferentes, nunca se
deberian usar dosis terapéuticas diferentes, ya que al aplicar la dosis mas baja (por
ejemplo en este caso para el control de LE), se genera una sudosificacion para LA, lo
que favorece la seleccion artificial de cepas poco susceptibles al ATB en uso. Las
tetraciclinas inhiben en forma reversible la sintesis de proteinas, impidiendo la
asociacion del aminoacil ARNt (aminoacil ARN de transferencia) con el ribosoma
bacteriano. Por lo tanto, para interactuar con su objetivo esta molécula necesita
atravesar uno o mas sistemas de membranas dependiendo si la bacteria sensible es
Gram-positiva o Gram-negativa (Chopra & Roberts, 2001). La resistencia a tetraciclina
se debe generalmente a la adquisicién, por parte de las bacterias comensales y
patdgenas, de los genes tet (tetraciclina) y/o ofr (oxitetraciclina). Usualmente estos
genes estan asociados con plasmidos y/o transposones 6sea una transferencia

horizontal de la resistencia (Abrahamovich, 2018).

Figura 1. Estructura quimica del antibiético tetracilina

Reynaldi et al., 2016

6.2.1.1.2. Tilosina

La tilosina, un antibiético macrélido que se ha utilizado a nivel mundial en apicultura.
Su eficacia fue probada por diferentes autores (Hitchcock et al., 1970; Moffett et al.,
1970; Peng et al., 1996; Pettis y Feldlaufer, 2005; Alippi et al., 1999, 2005; Reynaldi et

al., 2010). Se encontrd que la tilosina era mas estable en jarabe de azucar que la OTC
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(Kochansky et al., 1999). En Octubre de 2005, se aprobd Estados Unidos, el empleo
de Tylan (tartrato de tilosina) Soluble (Elanco Animal Health, Indianapolis, IN) para el
tratamiento de LA con sintomas clinicos visibles, pero no para uso preventivo en
colonias sanas. Se debe suspender el uso de tilosina al menos 4 semanas antes del
flujo de miel (Anon., 2010). El uso de tilosina contra LA fue promovido después de que
se demostrara que P larvae tiene resistencia a las tetraciclinas. En Argentina, la

tilosina fue evaluada in vitro y a campo (Alippi et al., 1999).
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6.2.1.1.3. Lincomicina

La lincomicina pertenece al grupo de las lincosamidas. Su actividad contra las cepas
de larvas de P larvae ha sido reportado por algunos autores en el mundo (Okayama et
al., 1996; Kochansky et al., 2001), y en Argentina (Reynaldi, 2006). La lincomicina se
aprobd por la FDA en US para el control de LA, en colmenas resistentes a OTC. La
lincomicina fue eficaz para controlar la LA cuando se aplicé a las colonias de abejas

como polvo en el azucar de reposteria (Feldlaufer et al., 2001).

Estructura quimica de lincomicina
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6.2.1.1.4. Eritromicina

La eritromicina, otro macrdlido, se probd por primera vez en 1955 (Katznelson et al.,
1955; Katznelson, 1956). Segun la bibliografia, se ha informado que la eritromicina es
eficaz contra LA (Machova, 1970; Okayama et al., 1996) y LE (Wilson y Moffett, 1957),
mientras que otros autores lo encontraron ineficaz contra LA (Katznelson et al., 1955;
Moffett et al., 1958; Alippi et al., 1999). A pesar de las dudas sobre su eficacia, los
apicultores profesionales de la region de Marmara meridional de Turquia utilizaron la
eritromicina (Gunes et al., 2008). En Argentina fue ensayada in vitro por Alippi (1992c)

y a campo (Alippi et al., 1999).

6.2.1.1.5. Estreptomicina

La estreptomicina es un antibidtico aminoglucésido utilizado en apicultura para
proteger a las larvas de las abejas contra una variedad de enfermedades bacterianas,
a pesar de que el farmaco no esta autorizado en la mayoria de los paises (UE, EUA,

Argentina),

6.2.1.1.6. Sulfonamidas.

Debido a la ineficacia de las sulfonamidas contra LA, su baja estabilidad y que deja
residuos en miel, en el afo 60 se permitié que el registro caducara (Shimanuki & Knox,
1994). Algunos apicultores también aplican sulfonamidas contra nosemosis de forma
profilactica entrando al invierno con solucién de azucar. Esta practica, esta sugerida en
los manuales de apicultura y en publicaciones sobre el tratamiento de infecciones por
microsporidios y, aumentaron después que la fumagilina se volvid menos disponible en

la UE. En Argentina no se usaron.

6.2.1.1.7.Cloranfenicol
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El cloranfenicol (CAP) es un potente antibidtico de amplio espectro, aunque ya hace
mas de 25 anos que se ha demostrado su carcinogenicidad potencial. Por esta razon,
este antibiético ha sido prohibido en la UE desde 1994 para su uso en la produccion
de alimentos de origen animal incluidas las abejas meliferas (Reglamento de la
Comision (CE) No. 1430/94). En relacion a su poder carcinogénico, se sabe que el
consumo de CAP puede presentar riesgos para la salud humana asociados con el
desarrollo de un trastorno sanguineo potencialmente mortal, llamado anemia aplasica.

En Argentina esta prohibido (Ortelli, et al., 2004).

OH OH
Cl
_I_
0;.[?l HNTH\CI
0" 0

Estructura quimica del cloranfenicol

6.2.1.1.8. Sulfatiazol sédico

Pertenece al grupo quimico de las sulfamidas. No se ha recomendado debe usar en
Argentina desde mucho tiempo previo a la prohibicion de OTC en 2016. Se han
encontrado un gran nimero de cepas bacterianas de P larvae resistentes al sulfatiazol.
Es importante recalcar que el sulfatiazol sédico permanece dentro de la colmena por

varios meses en forma activa, por lo cual su uso puede contaminar seriamente la miel.

o
/ Fa
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Estructura quimica de sulfatiazol sodico

6.2.1.1.9.Tilmicosina

La tilmicosina es un antibiético macrélido de uso veterinario. En Argentina fue
evaluado in vitro para la determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria (CIM)
sobre cepas de P. larvae, obteniéndose un valor de 0.250 mg/ml 1. Se determiné que
no fue téxico sobre abeja adulta y se empled a campo para el control de LA a 1000 mg
p.a/colonia. La tilmicosina elimind los sintomas de LA por 60 dias (Reynaldi et al.,

2008). En la actualidad, no se emplea, al igual que ningun ATB.

6.2.1.2. Problemas con los residuos de antibiéticos en mieles en el mundo y en

Argentina

En China entre 1997-1998, cientos de miles de colmenas fueron infectadas por LA y
tratados por los apicultores con cloranfenicol o estreptomicina para salvar sus
colmenas y su industria. En enero de 2002, preocupaciones sobre graves deficiencias
en el sistema de control y problemas relacionados al uso de sustancias prohibidas en
el ambito veterinario, llevaron a la UE a emitir una suspension de importaciones de
todos los productos de origen animal de China. La prohibicion de importacion de miel
de China se levanté en julio de 2004. Mientras tanto, se denunciaron un numero
creciente de notificaciones de alerta con la presencia de cloranfenicol en la

importacion de mieles de China (Anon., 2011).

En la UE, los nitrofuranos son sustancias prohibidas para todos animales productores
de alimentos. Nitroimidazoles El dimetridazol (DMZ), metronidazol (MNZ) y ronidazol
(RNZ) estan clasificados en la UE como sustancias prohibidos. para todas las

especies productoras de alimentos (Zhou et al., 2007).
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En general, las mayores concentraciones de residuos en la miel se encuentran dentro
de una semana después de la dosificacion. Después, los niveles de residuos en la miel
disminuyen por la dilucion producida por efecto del flujo de miel y, para algunos
compuestos (oxitetraciclina, tilosina, furazolidona), por una degradacion del farmaco
original. No respetar el periodo de carencia de los productos de sintesis usados en
abejas permitira la deteccién de “trazas” de estos productos, contaminando la miel de
manera inequivoca. De hecho, esas “trazas” pueden ser detectadas hasta un ano
después de la aplicacién de la droga. Esta residualidad es causada principalmente por
el hecho de que los antimicrobianos no son metabolizados activamente por las abejas
y, en consecuencia, toda la comida debe ser consumido por las abejas con el fin de

eliminar los residuos en la colmena (Baggio et al., 2009)

6.2.1.3. Surgimiento de la resistencia a antibioticos:

La medida de control mas efectiva contra la LA, y empleada en la mayoria de los
paises, como Reino Unido, Nueva Zelanda y muchos paises de la U.E. es la quema de

todo el material de las colmenas afectadas incluyendo las abejas.

En Inglaterra, las colonias infectadas se tratan con oxitetraciclina o con el método de
enjambrado artificial, que consiste en trasvasar las abejas sobre marcos nuevos de
cera fundida destruyendo los viejos. La técnica de enjambrado artificial en
combinacion con oxitetraciclina redujo la tasa de recurrencia de sintomas clinicos en la
colonia (Waite et al., 2003). Sin embargo, se recomienda el método de enjambrado
artificial sin tratamiento con oxitetraciclina porque los sintomas clinicos desaparecen
por el uso del antibiético y los apicultores pueden favorecer la propagacion de la
infeccidn entre colonias inadvertidamente (Forsgren, 2010). La amplia difusién de
estas practicas sanitarias incorrectas generd dos problematicas en forma simultanea:

1. la presencia de residuos de antibiéticos en miel -situacion altamente riesgosa para
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la salud de los consumidores- y 2- la generaciéon de resistencia de los agentes
microbianos que se querian controlar. Este escenario propicio la aplicacion de dosis
cada vez mayores, generando mayor resistencia (Grohmann et al., 2003; SENASA,
2016c). La emergencia de bacterias resistentes es consecuencia de la enorme
capacidad de adaptacién que presentan; desarrollan diversos mecanismos de
resistencia que incluyen la modificacion y la inactivacion de la droga, la exclusién del
antibiotico y la modificacion del punto diana, impidiendo de esta manera que el mismo
ejerza su mecanismo de accion. Sumado a esto, el suelo es también un reservorio
natural de bacterias productoras de antibidticos que contienen mecanismos de
resistencia intrinseca y genes de resistencia transferibles El aumento de la prevalencia
de la resistencia antimicrobiana en bacterias patdgenas es el resultado de la evolucion
y la presion selectiva debido a la amplia implementacién del uso de antibidticos en
medicina humana, medicina veterinaria, alimentacion animal y agricultura (Grohmann
et al., 2003; Popowska et al., 2012). Esta adaptacion ocurre no por la mutacién de las
poblaciones amenazadas, sino por la adquisicion y diseminacion, en la mayoria de los
casos, de genes de resistencia a antibidticos mediante elementos genéticos mdéviles,
tales como plasmidos y transposones. Estos distribuyen eficientemente los
determinantes de resistencia a antibidticos, individualmente o en grupos, entre muchos
géneros y especies de bacterias. En Argentina, Alippi et al., (1992c) detecto
resistencia a oxitetraciclina. Actualmente existe en Argentina una sélida informacion

cientifica al respecto (Alippi & Reynaldi, 2006; Alippi et al., 2007; Alippi et al., 2014).

6.2.2. Buenas practicas apicolas

6.2.2.1. Monitoreo y diagndstico temprano

El objetivo en el manejo sanitario del colmenar es mantener las colmenas sanas,

fuertes y productivas. Para ello se debe procurar que todas las practicas de manejo
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estén dirigidas a la prevencion de las enfermedades, adoptando sistemas de
monitoreo estratégicos, renovacion continua de cuadros y reinas, alimentacion
adecuada y la introduccion de material vivo con estricto control de sanidad, control y
profilaxis. En Argentina esta prohibido el uso de antibiéticos para su uso en apicultura
desde 2016 por el organismo de aplicacién (SENASA, 2016a). Llevando a cabo esta
forma de trabajo y organizacién, se asegurara el cumplimiento de las estrictas normas
de control que rigen tanto el mercado nacional como el internacional a fin de tener

ventajas competitivas en la produccion.

6.2.2.2. Aislar colonias enfermas (cuarentena):

Las estrategias de manejo deben ser la solucién légica para controlar esta infeccién.
Una técnica consiste en aislar las colonias enfermas para evitar que la enfermedad se
propague. Esta estrategia de cuarentena, lograda con la instalacién de un lazareto, ha
sido eficaz para el control de brotes de LA en apicultura. La cuarentena puede ocurrir
en 2 niveles: cuarentena de colmena donde no hay material intercambiado entre
colmenas; o cuarentena de colmenar donde cada colmenar es gestionado por
separado con intercambio de equipos entre colmenares. Los resultados de la
estrategia de deteccion temprana y cuarentena aplicada son efectivas para reducir
significativamente la cantidad de esporas detectables de P larvae, La estrategia
también previno cualquier reaparicion de brotes de enfermedad por LA. La destruccién
de colmenas siempre debe considerarse un ultimo recurso, cuando todas las demas
medidas para prevenir una mayor propagacion de la enfermedad son ineficaces (Datta

etal., 2013).

6.2.2.3. Higiene y profilaxis: métodos
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Cualquiera de los métodos de control a implementar se deben llevar a cabo
indefectiblemente con un programa intensivo de revisiones periédicas de los apiarios
afectados en un intervalo minimo de 90 dias, incluida la época invernal, ya que una
sola colonia descuidada en el campo puede destruir el trabajo de recuperacion de esta
patologia de varios afos (Matheson & Reid.,1992).-Los manejos preventivos que el
apicultor puede y debe realizar y observar a lo largo del afio y a través de las cuales
podria llegar a alterar el ciclo de transmision de esta enfermedad son: 1- Dar un
manejo independiente al colmenar donde se haya detectado LA. 2- Evitar la
transferencia o intercambio de panales de cria o de alimentos (miel y polen) entre
colmenas sin haber efectuado una revisacién previa. 3— No realizar la cosecha de miel
sin haber revisado las camaras de cria. 4— No comprar colmenas ni nucleos que no
hayan sido revisadas por un Inspector Sanitario Apicola. 5— No alimentar a las abejas
con miel o polen de origen desconocido. 6— Alimentar y/o estimular las colonias con
jarabe de azucar o sustitutas del mismo. 7- Colocar las colmenas en el apiario de
forma tal que se minimice la deriva de abejas entre ellas. 7- Evitar el uso de material
apicola contaminado sin haberlo desinfectado. 8- Evitar el pillaje. 9— Evitar hacer
paquetes de abejas o nucleos de colonias infectadas. 10— Evitar mantener grandes
grupos de colonias en un mismo lugar. 11— Evitar el pillaje en el apiario. 12— No
multiplicar el apiario enfermo. Se pone de manifiesto en algunas de estas
recomendaciones la necesidad de saber identificar o diagnosticar correctamente la
enfermedad para asi poder aplicar las medidas de control adecuadas evitando la
diseminacion de la misma. Por ello la importancia de las inspecciones regulares de los
panales de cria en las colmenas para poder detectar en forma precoz cualquier
sintomatologia. También se deberan revisar los panales obrados vacios que suelen
guardarse en depdsito para ser usados en el establecimiento de nuevas colonias en

primavera, se debera verificar la presencia de escamas o larvas muertas por LA,
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eliminandolas en caso positivo por ser una importante fuente de contagio (Bruno

2011).

6.2.2.3.1. Destruccioén total por fuego de colmenas enfermas

Es el método mas eficaz. En Argentina no se usa porque es muy caro reponer el
material destruido y el estado no subvenciona el costo de la colmena eliminado.
Consiste en la quema “in situ” (en el lugar) de todos los materiales de la colmena
incluyendo las abejas. Se cierra la piquera de la colmena enferma, cuando hayan
ingresado todas las pecoreadoras y se coloca en su interior un pafio u esponja
embebida en nafta para matar a las abejas. Se cava un pozo cuyo tamafo dependera
de la cantidad del material a destruir y se colocan en el fondo del mismo los elementos
combustibles para iniciar el fuego y en su boca maderas verdes o varillas metélicas
cruzadas que sirvan de apoyo del material a destruir. Comprobada la muerte de las
abejas se procede al quemado de las mismas, de los cuadros con crias, con miel, con
polen y posteriormente de los pisos, entretapas, techos y alzas. Una vez incinerado
todo el material se cubre el pozo completamente con tierra para evitar el pillaje de
cualquier resto de cera o miel no quemados. Para este procedimiento, no se debe usar
humo ya que, ante la presencia de éste, las abejas llenan sus buches melarios con
miel contaminada aumentando el riesgo de escape y contaminacion de otras

colmenas. (Bruno 2011)

6.2.2.3.2. Paqueteado, enjambrado attificial trasvase doble

Consiste en formar un paquete con las abejas provenientes de colmenas enfermas
con LA de un peso aproximado a 1,8 Kg. Para su confeccion se deberan localizar las
reinas de las colmenas afectadas, cortarle las alas y enjaularlas. Luego y, con ayuda

de un embudo se sacuden las abejas previo rociado con jarabe de sacarosa al 50% en
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agua p/v dentro de un cajon porta paquetes (esta tarea evita el vuelo de las abejas y el
uso de humo) hasta completar el peso mencionado. Se coloca una reina enjaulada, un
alimentador con jarabe alimenticio (al 66 %) y se lo ubica en un lugar fresco y oscuro
durante 48 a 72 horas. Transcurrido este lapso el paquete se coloca y libera en una
camara de cria desinfectada preparada con tres marcos con cera estampada y un
alimentador con jarabe alimenticio previa ubicacién de la reina enjaulada, pero ya sin
el tapén del candi entre dos de los marcos. Esta camara permanece cerrada otras 48
horas. Posteriormente una vez ubicada la colmena en su lugar definitivo se abre la
piquera (tamafo reducido) y se llena nuevamente el alimentador esta vez con jarabe
alimenticio, se repite el tratamiento hasta completar la dosis total del antibidtico
utilizado y sin medicar hasta finalizar el desarrollo total de la camara de cria (labrado
de los panales). Otra posibilidad es colocar directamente el paquete liberado con su
reina en su lugar definitivo y dar el manejo arriba citado. Los panales con cria y polen
de la colmena enferma deberan quemarse. Los cuadros con miel pueden extractarse y
la miel ser destinada s6lo para consumo humano. El resto de los materiales de la
colmena deberan desinfectarse correctamente para poder ser utilizados nuevamente
(Bruno 2011). Esto requiere, ademas del jarabe artificial que se les proporciona, una
temperatura ambiente elevada y una buena entrada de néctar natural a la colmena (De

la sota & Bacci, 2005).

6.2.2.3.3. Método de la sacudida, cepillado o trasvase simple o Cepillado doble.

Este método si bien es mas sencillo que el del paqueteado, ofrece muchos menos
resultados tanto en recurrencia de la enfermedad como en la pérdida de colmenas
durante el proceso y solo se recomienda su uso cuando se detecta un foco inicial de
LA: Comienza con el apartado de la colmena de su sitio original y la colocacion en su

lugar de un nuclero desprovisto de cuadros y con un alimentador con jarabe. Se cepilla
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o0 sacude los cuadros de abejas dentro del nuclero. Los marcos con cria deben
ser incinerados indefectiblemente y la camara desinfectada. La cera de los cuadros
podra fundirse y utilizarse para estampado, previa esterilizacién. La miel podra
extractarse y utilizarse solamente para consumo humano; nunca se usa para alimentar
a las abejas porque contiene esporos de P. larvae. El nuclero en el que se han
sacudido las abejas, se dejara en el lugar hasta el anochecer para asegurarse que
todas las pecoreadoras retornen del campo y luego se lo debe cerrar con goma
espuma herméticamente, para impedir la salida de abejas, manteniéndolo asi por un
periodo de 48 a 72 horas. Al cabo de ese tiempo el nuclero se podra trasvasar a una
camara de cria con cuadros con cera estampada y un alimentador con jarabe. Esta
alimentacion debe mantenerse hasta que la colonia complete todo el espacio de la
camara. En el momento que las abejas hayan labrado la cera y los cuadros contengan
las primeras larvas de obreras, debe afiadirse en el alimentador jarabe con antibiotico
(Del Hoyo et al., 1999). Se reitera la aclaracién que, a partir de 2016, esta técnica o
cualquier otra que permita la recuperacion del material vivo, se debe realizar sin el

empleo de ATB, porque estan prohibidos

6.2.2.3.4. Paqueteado en camaras de cria

Otra opcion de la técnica de sacudida consiste en correr al costado la colmena
contaminada, buscar, enjaular y cortar las alas de la reina. Pulverizar las abejas con
jarabe de sacarosa al 50% en agua, para evitar el vuelo y garantizar la posterior
limpieza del jarabe y esporos de sus cuerpos, dentro de una camara descontaminada
y forrada con papel de diario. Colocar un cuadro de cera estampada para formar el
racimo, la jaula con la reina, un alimentador con jarabe de sacarosa y un poncho o
nylon, para evitar corrientes de aire laterales. A la noche, cuando ingresaron las

pecoreadoas, se tapa la colmena con goma espuma. Los cuadros de cria se queman
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en un pozo y se tapa; los cuadros con miel se pueden utilizar para consumo humano.
Todos los materiales de madera deben ser descontaminados en parafina a 150°C o
aceites vegetales, en el caso que el productor se dedique a la producciéon de miel
organica. Al segundo dia, se elimina el papel contaminado y se abre la colmena para
que las pecoreadoras puedan vaciar la ampolla rectal en el campo y eliminar los
esporos de P. larvae afuera de la colonia. Se colocan mas cuadros de cera estampada
y se alimenta con jarabe artificial hasta la constitucién de una camara de cria que se
produce aproximadamente al mes del procedimiento. La recurrencia observada por

Albo et al., (2005) fue de solo 5% en un afno.

6.2.2.3.5. Raleo de panales enfermos

Previo a 2016, en colmenas con infecciones leves (menos de cinco celdas con restos
muertos por panal) otra alternativa consiste en retirar y destruir los cuadros de cria que
se encuentren con material enfermo y suministrar un antibiético a la colmena. Se
recomienda el cambio de reina de la misma (Bruno 2011). Hoy sélo se emplea el raleo

sin ATB.

6.2.2.4. Desinfeccién o esterilizacion del material inerte

Como medida complementaria a las anteriores, se debe esterilizar todo aquel material
de madera en buen estado que se rescato luego de tratar las colmenas enfermas. Un
material estéril es aquel que esta totalmente libre de cualquier forma de vida como
virus, hongos, esporas ¢ bacterias en forma vegetativa y por lo tanto no puede
reproducir una enfermedad. Los materiales apicolas contaminados de la colmena,
alzas, cuadros, pisos, techos, rejillas excluidoras y entretapas pueden ser tratados por

algunos de los siguientes procedimientos para su descontaminacién (Bruno 2011)

6.2.2.4.1. Por inmersion en parafina:
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Este método consiste en la inmersion de alzas, pisos, cuadros melarios (sin la cera)
en parafina caliente, de uso alimentario a 150°C durante 10 a 15 minutos o aceites
vegetales. Para la aplicacién de este método de esterilizacion es necesario contar con
un parafinador, aparato que consta de un recipiente con capacidad suficiente para
contener tres alzas, de gruesas paredes metalicas con una fuente de calor para llegar
a la temperatura indicada y un termémetro para su control. Luego de alcanzar la
temperatura de trabajo se sumerge el material, se espera que la temperatura alcance
los grados de esterilizacion mencionados anteriormente y se toma el tiempo requerido,
luego se retira el material y se deja escurrir. Todas estas tareas deben realizarse
observando medidas de precaucion y de proteccidn tanto en el manipuleo del aparato

como del operario encargado de las tareas (Bruno 2011)

6.2.2.4.2. Por esterilizacion de la madera por fuego:

v Flameado:

Se utiliza para ello un soplete de gas de boca grande con el que se quema el interior
de los materiales hasta que adquieran un aspecto corchoso. Quemado de la madera

debe ser de uno a dos milimetros de espesor (Bruno 2011).

v' Quemado: en forma de chimenea

Se apilan 5-6 alzas invertidas sobre un piso, se rocian interiormente con alcohol y se
prende fuego. Se deja arder hasta que se observe que comienza a salir humo de color
negro, en ese momento se coloca un techo encima de la pila de alzas para ahogar el
fuego. En caso que la madera continle quemandose se recomienda rociar con agua.
El interior de las alzas adquiere un aspecto corchoso. Este método dejo de usarse

porque el kerosene puede dejar residuos de hidrocarburos en la miel (Bruno 2011).

34



452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

6.2.2.4.3. Lavado con soda caustica:

Se sumerge el material de madera (alzas y pisos) en una solucion de soda caustica al
10% en agua en ebulliciéon durante 10 a 20 minutos. Es aconsejable antes del
tratamiento raspar todo el material a tratar para eliminar la cera y el propdleo que
pudiesen estar pegados a sus paredes. Los cuadros de madera sin los panales de
cera también pueden tratarse por este método, en este caso se sumergen en una
solucion de soda caustica preparada al 2% en agua durante 1 a 2 minutos. En ambos
casos es importante luego de retirar el material de la solucion lavar con abundante
agua potable y dejar secar. Este procedimiento debe ser realizado con sumo cuidado
por el apicultor por ser un producto como su nombre lo indica caustico pudiendo
provocar quemaduras al operario. El producto se disuelve primero en agua fria y
posteriormente se calienta hasta ebullicion. No se deben utilizar utensilios de aluminio
para la preparacién de la solucion ya que la solucion es caustica y rompe el alumnio

asi como los clavos de los cuadros de las colmenas (Bruno 2011).

6.2.2.4.4. Oxido de etileno

Fumigacién con 6xido de etileno (EtO) mata larvas de polilla y esporas de
microhongos (Vairomorpha ex Nosema spp), hongos (Ascosphaera apis) y bacterias
(P. larvae), el vapor es altamente toxico para los humanos y se cree que los residuos
son cancerigenos (Hansen & Brodsgaard, 1999) su uso es muy engorroso, peligroso y
caro por lo que no se recomienda (SENASA 2014). En la actualidad, su uso esta

prohibido en Argentina.

6.2.2.4.5. Hipoclorito de sodio:

Se prepara una solucion al 1% de hipoclorito de sodio en agua (Bruno, 2011). Se

sumerge el material a descontaminar: alzas, pisos, cuadros durante 20 minutos. Se
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retiran y lavan con abundante agua potable y se dejan secar. Esta solucién no es
aconsejable para materiales metalicos, ciertos plasticos e indumentaria del apicultor.
El operario debera evitar el contacto e inhalacion de la misma a través de una
adecuada proteccion. La solucién debe estar en un recipiente cerrado y mantenida en

oscuridad ya que se altera con la luz solar (Bruno 2011).

6.2.2.4.6. Irradiacion:

Otra de las alternativas es la irradiacion con rayos gamma provenientes de una fuente
de cobalto-60 (Co-60). Este método permite la descontaminacién de los materiales y
productos de la colmena: alzas, pisos, techos, marcos con cera obrada, marcos con
crias enfermas, cera estampada, polen. (Bruno 2011). En Australia es el unico pais

que lo usa.

6.2.2.4.7. Calor y Presion:

Pueden utilizarse autoclaves espaciosos, se lleva a temperatura de 121 °C que se
corresponde con 1, 25 atmosferas de presion, se deja actuar entre 15 y 20 minutos

(SENASA 2004)

6.2.2.4.8. Tratamiento con solucién al 1% de Virkon S

Es un desinfectante biodegradable (Hansen & Brgdsgaard 1999). Existe muy poca

informacion disponible.

6.2.2.5. Desinfeccion de la indumentaria y herramientas del apicultor:

Las herramientas: pinza y palanca se les debe eliminar por raspado el exceso de cera
y el propdleo pegados, la miel por lavado y posteriormente se los quema al rojo
mediante fuego. Para la limpieza del ahumador deberan también rasparse los restos

de cera y propdleos pegados a las partes de madera del fuelle y luego lavarse el
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mismo y la base del ahumador con agua jabonosa. La indumentaria del apicultor,
mameluco, buzo, guantes se lavan con agua y jabén, y se los enjuaga con abundante

agua (Bruno 2011).

6.2.3. Control fitobidticos

6.2.3.1. Control con aceites esenciales y extractos vegetales

Se definen como vegetales que tienen, en uno o mas de sus 6rganos, sustancias que
pueden ser utilizadas con fines terapéuticos o preventivos o que son precursores de
hemisintesis quimiofarmacéutica. Producen principios activos, que ejercen una accion
farmacoldgica beneficiosa o perjudicial, sobre el organismo vivo que se aplican. Estas
plantas se utilizan cominmente en forma de infusion, extracto o como fuente de aceite
esencial, las cuales estan compuestas por mezclas complejas de un gran numero de
constituyentes. Las plantas tienen una capacidad ilimitada de sintetizar compuestos
entre los que se encuentran fenoles, flavonas, aceites esenciales y compuestos
relacionados, lo que las hace fuente natural importante de sustancias que poseen
propiedades bioldgicas. Los aceites esenciales (AE) y extractos de plantas han sido
ampliamente usados para una variedad de propdsitos durante varios anos y
recientemente se ha generado un interés generalizado como una fuente de
antimicrobianos natural alternativa. Entre los compuestos que sintetizan la mayoria de
las plantas que poseen actividad biologica y que han sido ampliamente estudiados,
estan los AE, constituidos principalmente por una mezcla compleja de compuestos
organicos (Saranraj y Durga Devi, 2017). Otras sustancias sintetizadas por plantas
medicinales, con actividad biolégica relevante y de manera comparable, son los
compuestos fendlicos de los cuales los mas simples consisten en un anillo fendlico
sustituido y los flavonoides. En la actualidad, se conoce que los metabolitos

secundarios de naturaleza flavonoide poseen actividad antifungica, antiviral y
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antimicrobiana, aislandose muchos grupos, identificando sus estructuras vy
demostrando, para ciertos casos, que existe sinergia entre los flavonoides activos

presentes en una planta, asi como entre éstos y los quimioterapicos existentes.
6.2.3.1.1. Marcela de campo:

La Achyrocline satureioides (Lam.) DC, es un arbusto perteneciente a la familia de las
asteraceas, originario de América y distribuido por Europa y Africa. Se han llevado a
cabo estudios del extracto hidro-alcohdlico de la Marcela de Campo, empleando
solventes de polaridad variable y mas livianos que el agua, y se demostré que el
extracto hexanico (EH) era el que presentaba mayor actividad antibacteriana contras
cepas del P larvae, seguido del extracto bencénico (EB). Los extractos obtenidos con
éter etilico y acetato de etilo fueron los que menor actividad antibacteriana
manifestaron (Gonzales & Marioli, 2010). Podemos decir, que la EHC Extracto
Hexanico Completo (EHC) total, posee valores de CIM (Concentracion Minima
Inhibitoria) que se encuentran entre los valores individuales de los compuestos en
estado puro. Esto estaria sugiriendo que, en la mezcla de EHC se producen
interacciones sinérgicas y antagdnicas entre sus compuestos que determinan la
capacidad antimicrobiana de la fraccion completa. Estos estudios se deben continuar
para determinar las interacciones entre cada fraccion en particular y cual es la mezcla

responsable de la actividad antimicrobiana (Tonello, 2019)
6.2.3.1.2. Manzanilla y tomillo andino

Se evalud el efecto antibacteriano in vitro de los aceites esenciales de manzanilla
silvestre (Tagetes minuta L.) y tomillo andino (Acantholippia seriphioides A. Gray)
frente a diferentes cepas de P larvae, asi como también el posible efecto inhibitorio

adicional del propilenglicol y la lecitina de soja, utilizadas como emulsionantes de los
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aceites esenciales. Los resultados de la evaluacion in vitro indican diferencias
significativas entre los dos aceites esenciales emulsionados. El tomillo andino presento
el mayor efecto inhibitorio con valores de concentracién inhibitoria minima y
concentracion bactericida minima, Los resultados muestran que el aceite de tomillo
andino es mas eficaz contra P larvae de lo que es aceite de manzanilla silvestre

(Fuselli et al., 2005)

6.2.3.1.3. Canela

Se determiné la actividad del aceite esencial de Cinnamomum zeylanicum Nees
(aceite de canela) sobre cepas de P larvae. Se evaluaron en en el laboratorio y en un
experimento de campo con el fin de mejorar el control biolégico de la LA.. Estos
hallazgos han ayudado a definir las concentraciones recomendadas para la aplicacién
de colmenar con el fin de minimizar los riesgos toxicologicos para las abejas y para
evitar el umbral del sabor a miel (Bogdanov et al., 1999) u otros efectos indeseables,
como la aparicién de tensiones de resistencia como consecuencia de la indiscriminada

uso de antibidticos. (Gende et. Al., 2009)

6.2.3.1.4. Laurel

Nombre cientifico Laurus nobilis, se ha estudiado la capacidad antioxidante
de extractos de laurel y el poder de inhibicion contra P. Larvae, esto es atribuible a los
compuestos fendlicos, la capacidad antioxidante de HE (extracto hexanico) y los
efectos no letales sobre las abejas adultas en ensayos de campo sugieren que la HE
del laurel es una sustancia prometedora para el control de la LA (Fernandez et al.,

2009)

6.2.3.1.5. Ajedrea, Tomillo, Lemon grass y Orégano
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Albo et al., (2003) evaluaron la efectividad de los aceites esenciales (AE) de Thymus
vulgaris, Satureia montana, Origanum vulgare y Cymbopogon citratus en experimentos
de laboratorio y de campo para el control de P. larvae en colonias de A. mellifera,
afectadas por la enfermedad. Los AE esenciales se administraron en forma preventiva
y curativa. Se determinaron los componentes principales por cromatografia gaseosa y
la toxicidad sobre abeja adulta. Los AE resultaron ‘levemente téxicos” y no fueron

efectivos para el control de la enfermedad.

6.2.3.2. Control con propoéleos

El propdleo es un producto natural derivado de las resinas de las plantas producidas
por las abejas meliferas para sellar las paredes y entrada de la colmena, y contribuye
a proteger la colonia contra diferentes patégenos. Esta hecho de una mezcla compleja
de diferentes compuestos quimicos; los componentes principales habiendo sido
identificados como polifenoles (flavonoides y acidos fendlicos), terpenoides, esteroides
y aminodacidos, cuyas concentraciones varian segun al origen geografico y botanico
del propodleos (Burdock, 1998). Varias propiedades biolégicas como antioxidante,
antimicrobiano (Boonsai et al., 2014), antifungico (Kujumgiev et al.1999), antiviral
(Manolova et al., 1985), hepatoprotectores, inmunomoduladores y antiinflamatorios
(Burdock, 1998) atribuido al propoleo. En este sentido, varios documentos explican el
uso de propodleos de diferentes origenes geograficos como antimicrobianos contra P
larvae para controlar LA en Apis mellifera; Abejas de un colmenar en Uruguay que
habia presentado LA en afios anteriores (pero sin sintomas clinicos) fueron tratados
por aspersion y alimentando con extractos etandlicos de propdleo. Después de 21 y 42
dias de la aplicacion, el numero de esporas de P. larvae por gramo de miel fue
significativamente menor en las colonias tratadas con extractos etandlicos de

propodleos que en las colonias no tratadas (Antunez et al. 2008).
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6.2.3.3. Control con jalea real

La jalea real (JR) o jalea larvaria (JL) es la dieta de larvas de reinas y larvas de
obreras secretadas por las glandulas hipofaringeas y mandibulares de abejas obreras.
Los principales componentes son: carbohidratos, péptidos, proteinas, grasas, y
compuestos de bajo peso molecular (Bogdanov et al., 2011). Las proteinas y péptidos
de jalea real de bajo peso molecular parecen desempefiar un papel de defensa del
huésped contra los patégenos de las abejas meliferas (Bilikova et al. 2001). Una
potente proteina antibacteriana, llamado royalisin (actualmente llamado defensin1),
encontrada en jalea real, esta tiene actividad especifica contra varias bacterias gram
positivas en concentraciones bajas, pero no contra bacterias gram negativas (Fujiwara
et al., 1990). Antibacteriano (Nascimento et al., 2015), inmunorregulacion (Sugiyama et
al.,2012), antitumoral (Kimura, 2008), antiinflamatorio (Kohno et al., 2004), accion
reproprotectora (Jalali et al.2015), Los andlisis de jalea real recolectados de colonias
individuales en dos colmenares, uno de los cuales ha mostrado incidencia de LA,
reveld diferencias en el contenido del péptido antibacteriano. La mayoria de las
colonias del colmenar con LA produjeron jalea real con mayores cantidades de
royalisin que las colonias sanas. Estos resultados sugirieron que las diferencias en los
contenidos de péptidos estan relacionados con la variabilidad genética entre colonias.
Sin embargo, también es posible que la presencia de P larvae afecté el contenido de

royalisin en la jalea real (Bachanova et al. 2002).

6.2.4. Control con bacterias y bacteriocinas

Los probidticos son microorganismos vivos que, cuando se administra en cantidades
adecuadas, confiere un beneficio para la salud del anfitrion. Estos microorganismos
deben cumplir ciertos requisitos: capacidad de adherirse a las células; excluir o reducir

adherencia patogena; persistir y multiplicar; y producen acidos, perdxido de hidrogeno
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y bacteriocinas antagonistas del crecimiento de patdgenos. Las bacterias acidas
lacticas (LAB) se encuentran generalmente dentro de las abejas, intestinos y se sabe
que protegen a sus huéspedes a través de metabolitos antimicrobianos como acidos
organicos, peroxido de hidrogeno y péptidos antimicrobianos, también como
modulacion de la respuesta inmune del huésped (Vasquez et al. 2012). Las
bacteriocinas son bacterias sintetizadas ribosémicamente, péptidos extracelulaes o
proteinas con actividad antibacteriana generalmente contra bacterias estrechamente
relacionadas con el productor (De Vuyst & Vandamme 1994; Riley & Wertz 2002).
Daisley,et al., (2020) demostraron que Lactobacillus plantarum Lp39, Lactobacillus
rhamnosus GR-1, y Lactobacillus kunkeei BR-1 vehiculizados a través de un patty

comercial, proporcionado a las colmenas, redujeron la incidencia de loque americana.

6.2.5. Seleccion genética

El comportamiento higiénico es un componente importante de la inmunidad social en
las colonias de abejas meliferas, actuando como complemento de la inmunidad
limitada de los individuos (Harpur et al,. 2014; Leclercq et al., 2017). Las obreras que
expresan este comportamiento son capaces de detectar y eliminar crias enfermas o
muertas. De esta manera, el riesgo de transmision de enfermedades y patégenos se

limita dentro de la colonia.

La seleccion de lineas genéticas que manifiestan un alto comportamiento higiénico o
una mayor resistencia de las larvas a la infeccion en una herramienta a utilizar para

aumentar la capacidad de las colonias para resistir a esta enfermedad (Bruno, 2011).

En Argentina, desde la introduccién de LA, distintos organismos de investigacion como
Pro-Api (INTA), la Universidad Nacional de Mar del Plata, el Ministerio de Asuntos

Agrarios de la Provincia de Buenos Aires (a través del Centro de Mejoramiento
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genético, P.J. Bover), criaderos de productores fiscalizados, estudian el
comportamiento higiénico de las sub razas de abeja melifera presentes en el pais,
para mejorar la resistencia a las enfermedades y, en particular a LA (Palacio et al.,

2000; Palacio et al., 2010).

6.3. Situacion actual de la loque americana relacionada a la pérdida de colmenas

Estudios recientes demuestran que el numero de colmenas en Ameérica Latina
aumenté durante los ultimos 30 afios, pero en solo el 9%, con respecto al 64% de
incremento en el mundo (Requier et al., 2018). La produccion de miel Argentina se ha
reducido desde el afio 2000. Este escenario muestra que en la actualidad existe un
déficit de aproximadamente de 210.000 colmenas, en comparacién con el patron
global de colonias de abejas productivas (Requier el al., 2018). Particularmente,
América Latina mostré un déficit en la productividad de la miel de aproximadamente
460.000 toneladas en 2016, en comparacion con el patron global. Estos resultados
muestran que la productividad de la apicultura y la ganaderia en los paises de América
Latina estan creciendo mas lentamente que la tendencia global, lo que sugiere una

potencial dificultad para los apicultores en tales economias en desarrollo.

La disminucion de las existencias de abejas meliferas domesticadas en algunos
paises se ha atribuido a enfermedades. Aizen & Harder, (2009) proponen que ese

criterio contradice la tendencia mundial creciente en el nimero total de colmenas.

En América Latina se observa un escenario de pérdidas de colonias de abejas
meliferas. Estas pérdidas podrian explicarse entre otros factores a la presencia de
enfermedades (Aizen & Harder, 2009), Sin embargo, estas tendencias no
proporcionan por si mismas informacion sobre la tasa de pérdidas de colonias a escala

de pais o regién. Los programas de monitoreo para estimar las tasas de pérdida de
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colonias lanzado en muchos paises, son recientes en los paises de la region (Requier
et al., 2017); Latino América recién a comenzado a participar de estos monitoreos
hace solo 6 afos (Requier et al., 2017). En estudios previos, Vandame y Palacio
(2010) realizaron una revision global y concluyeron que "no hay informes de pérdidas
masivas de colonias en América Latina". Mas recientemente, Maggi et al. (2016)
declaré que “varios casos de pérdidas de colonias y colonias despobladas fue
reportada por los apicultores en todo el continente, pero no se han publicado datos
precisos hasta la fecha". Aunque Giacobino et al. (2016) informd estimaciones
validadas (es decir, publicadas en una revista cientifica internacional con un proceso
de revision por pares) del 11,4% de pérdidas de colonias de invierno a escala regional
en Argentina, solo recientemente Antunez et al., (2017) publicaron estimaciones
pérdidas de colonias a escala nacional para Uruguay, con 19,8 y 18,3% en verano e

invierno, respectivamente (Requier 2018).

En 2015, un articulo tecnolégico, alerto sobre la posible reaparicion de loque
americana en los apiarios argentinos (INTA, 2015). Sin embargo, no se encontraron

estudios epidemiolégicos que avalen esta afirmacién.

F. CONCLUSION

Desde la deteccidon en los apiarios argentinos de Paenibacillus larvae se realizaron
numerosos trabajos de investigacion para caracterizar la bacteria, estudiar la
epidemiologia y establecer las distintas técnicas de control y manejo de la
enfermedad. En el pais, la primera estrategia se basé en el control con antibiéticos,
técnicas de profilaxis y descontaminacion del material inerte. Posteriormente, ante la
aparicion de resistencia de cepas de P. larvae a la oxitetraciclina (OTC), se ensayaron
alternativas de control con otros antibiéticos (tilosina, lincomisina), sustancias

naturales, como fitobioticos (aceites esenciales y extractos naturales) y bacteriocinas.
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Asimismo, el INTA condujo un Programa de Seleccion Genética para aumentar la
capacidad higiénica de las colonias y por ende la resistencia a la patologia. A partir de
2016, SENASA, prohibié el uso de antibiéticos en apicultura, debido a la resistencia a
OTC y los residuos de ATB en mieles, que en un 95% se envian al mercado europeo.
Sin embargo, los apicultores disponen de un paquete tecnoldgico para controlar la
enfermedad sin el uso de ATB, basado principalmente en la deteccién temprana, las
distintas técnicas de preservacién del material vivo, inerte y la seleccién genética, que

se explicaron en este Trabajo Final de Carrera.
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