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Resumen:

El objetivo central de este trabajo de tesis fue realizar una evaluacion
integral de los antibidticos oxitetraciclina, tilosina, tilmicosina y lincomicina para el
control de la loque americana.

Se puso a punto una técnica para evaluar la sensibilidad /n vitro de los
cuatro antibidticos contra cepas de Paenibacillus larvae adaptando técnicas
propuestas por la NCCLS pero empleando MYPGP como medio basal. Este medio
resultd altamente efectivo para determinar la sensibilidad/resistencia de P. /arvae
frente a los antibidticos probados porque permitié el crecimiento éptimo de esta

especie y los controles de calidad se ajustaron a los parametros propuestos.

Se propusieron las siguientes cargas de discos: Tetraciclina: 5 ug; Tilosina:
15 pg; Tilmicosina: 15 pg; Lincomicina: 15 pg y, a partir de las mismas se elaboré
un standard para interpretacion de los discos: Tetraciclina: sensible > 19 mm de
didmetro de halo de inhibicién; Intermedio 15-18 mm vy resistente < 14 mm;

Tilosina: sensible > 14 mm; Intermedio 11-13 mm vy resistente < 10mm;

Tilmicosina: sensible > 14 mm; Intermedio 11-13 mm vy resistente < 10 mm;

Lincomicina: sensible > 21 mm; Intermedio 15-20 mm y resistente < 14 mm.

Se determinaron los puntos de corte para la especie en estudio con respecto a

los valores de Concentracion Inhibitoria Minima (CIM), y se propone el empleo

de los siguientes puntos de corte epidemioldgicos: Tetraciclina: sensible < 4

Hg/ml y resistente > 16 pg/ml; Tilosina: sensible < 2 ug/ml y resistente > 8

Mg/ml; Tilmicosina: sensible < 2 pg/ml y resistente > 8 pg/ml; Lincomicina:
sensible < 4 pug/ml y resistente > 16 ug/ml.

Teniendo en cuenta que ya existen casos de resistencia hacia la

oxitetraciclina, el uso de estos puntos de corte epidemioldgicos permitira denotar

rapidamente pequefios cambios en la poblacidn salvaje de Paenibacillus larvae.

Ninguno de los ATB evaluados resultd toxico para abejas adultas; tanto

tilosina, como tilmicosina y lincomicina resultaron virtualmente atdxicos. En el caso



de oxitetraciclina los valores de LD50 obtenidos resultaron proximos al limite de
compuestos téxicos, de modo que un minimo error en la dosificacion a campo

puede resultar en toxicidad para abejas adultas.

Se puso a punto una técnica para determinar la toxicidad larval de los ATB
la cual resultd satisfactoria y permitid determinar claramente diferencias
estadisticamente significativas. Solo el tratamiento oxitetraciclina presentd una
mortandad larval superior a la normal, lo cual demuestra que resulta tdxico.
Tilmicosina, tilosina y lincomicina por el contrario no resultaron toxicos para las
larvas, aunque de los tres, la tilmicosina presenté un mayor porcentaje de
toxicidad dentro de los parametros normales y la lincomicina tuvo los niveles de

mortandad mas bajos.

Finalmente se pudo concluir que todos los antibidticos ensayados en esta
tesis resultaron efectivos para el control de la enfermedad a campo a las dosis y

en las formas de aplicacion probadas.

Los resultados de todos los ensayos con tilmicosina para el control de A.
larvae, tanto in vitro como a campo y de toxicidad para abejas y larvas,
constituyen el primer registro a nivel mundial. En tanto que los resultados de todos
los ensayos con lincomicina para el control de P. /arvae, tanto in vitro como a

campo Y de toxicidad para abejas y larvas, son inéditos para la Argentina.



Summary:

The main objective of this Thesis was to evaluate the response of
Paenibacillus larvae, the causal agent of American Foulbrood disease (AFB) to

oxitetracycline, tylosin, tilmicosin and lyncomicin.

MYPGP medium probed adequate for growth and interpretation of sensibility
/ resistance values obtained by the agar diffusion procedure and also by MICs

determination of A. /arvae against all the antibiotics tested.

The NCCLS does not provide a standard method for determining MIC values

for P. larvae, nor have breakpoints for antibitic resistance been established.

According to the results presented here, the following concentrations of
antibiotic per disc were proposed: Tetracycline: 5 pg; Tylosin: 15 ug; Tilmicosin:

15 pg; and Lyncomicin: 15 pg, respectively.

The standard for interpretation for the agar diffusion procedure was
proposed as follows: Tetracycline: sensitive> 19 mm in diameter; intermediate 15-
18 mm and resistant < 14 mm; Tylosin: sensitive> 14 mm; intermediate 11-13
mm and resistant <10 mm; Tilmicosin: sensitive> 14 mm; intermediate 11-13 mm
and resistant <10 mm; Lyncomicin: sensitive> 21 mm; intermediate 15-20 mm

and resistant <14 mm.

In addition, for MICs determination, the epidemiological cut-off values obtained
were proposed as follows: Tetracycline: sensitive < 4 pg/ml and resistant > 16
Mg/ml; Tylosin: sensitive < 2 pg/ml and resistant > 8 pg/ml; Tilmicosin:
sensitive < 2 pg/ml and resistant > 8 ug /ml; Lyncomicin: sensitive < 4 pg/ml
and resistant > 16 pg/ml.

In all cases, results from reference strains used here were within the

acceptable limits for quality control strains according to NCCLS guidelines.

As the existence of oxitetracycline resistant strains of A. /arvae has been

already reported, the use of these epidemiological cut-off values or wild-type (WT)



cut-off values allows to detect small changes in populations of the Foulbrood

pathogen.

None of the evaluated ATB was toxic for adults bees; although values of

LDs, for oxitetracycline were close to the limit for toxic compounds.

The technique used to determine larval toxicity was satisfactory
interpretation and evaluation of LDs,. Oxitetracycline treatment was toxic, with a
larval mortality higher than normal. By the other hand, tilmicosin, tylosin and

lyncomicin were non- toxic for honeybee larvae.

All the antibiotics were effective to control AFB in colonies by eliminating

clinical signs of the disease at all the doses and forms of application tested.

On a worldwide basis, this is the first approach for controlling P. /arvae with
the antibiotic tilmicosin, both /n vitro and in vivo. 1In addition, this is the first

record of using lyncomicin for the control of AFB in Argentina.
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

Capitulo 1

Introduccion General y Objetivos

La Republica Argentina es el tercer productor mundial de miel, con una
produccién media de 90.000 toneladas por afo, de la cual se exporta el 90% con
un valor aproximado de 123 millones de ddlares. Como pais exportador, se ubica

en primer lugar, con un volumen de 81.500 toneladas.

La loque americana es la enfermedad mas grave y peligrosa que afecta a las
larvas de las abejas (Apis mellifera L.) (Bailey & Ball, 1991; Shimanuki, 1990; Elzen
et al., 2002b). Es muy contagiosa, puede matar a una colmena y diseminarse a
otras después de afos de creerla erradicada, puede estar latente en una colonia y
aparecer en forma repentina o nunca debido a factores de stress, condiciones
externas, resistencia genética o causas desconocidas. No se presenta como
epidemia, sino que avanza en forma progresiva, aparece en cualquier época del

ano.

White (1907, 1920) demostrd que Bacillus larvae era el agente causal de la
loque americana y realizd una descripcion de la especie. En 1993 Ash y col.
reclasificaron esta especie definiendo un nuevo género, Paenibacillus (del latin:
casi un Bacillus, porque deviene de ese género pero es filogenéticamente distinto),
que comprende el grupo 3 Bacillus spp. definido por el analisis del ARN r 16s.
Heyndrickx y col. (1996) reclasific6 a un miembro del género, Paenibacillus
pulvifaciens (patdgeno débil de las larvas de abejas) como una subespecie de
Paenibacillus larvae. El genoma de las dos subespecies posee una homologia del
90%. Recientemente, Genersch y col (2005) realizaron un estudio taxondmico
polifasico que comprendid caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas y estudios

gendmicos del ADN bacteriano usando técnicas de rep-PCR y Pulse Field Gel
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

Electrophoresis (PFGE) concluyendo que la diferenciacién entre las subespecies
Paenibacillus larvae larvaey Paenibacillus larvae pulvifaciens no esta justificada, ya
que ambas son variantes de la especie Paenibacillus larvae sin diferenciacion a

nivel subespecie.

El agente causal de la enfermedad es Paenibacillus larvae (White) Genersch
et al. (2005), una bacteria con la capacidad de formar esporas que permanecen
viables por largos periodos y sobreviven frente a condiciones adversas (Morse &
Nowogrodzki, 1990). Esta ampliamente difundida en todos los paises productores
de miel (Matheson, 1993, 1996).

La sintomatologia clinica de la enfermedad se caracteriza por presentar los
cuadros de cria con un aspecto de “cria salteada”, se limita principalmente a las
larvas que han muerto luego de ser operculadas. Las celdas afectadas presentan
los opérculos hundidos y oscurecidos, de apariencia himeda y con perforaciones
irregulares. Los individuos enfermos cambian del color normal blanco nacarado al
amarillento y castafio oscuro, casi negro transformandose en una masa viscosa.
Con el correr del tiempo, los restos larvales se secan dando lugar a la formacién de
una escama negra que se adhiere firmemente al piso y fondo de las celdas. Cada
una de esas escamas contiene aproximadamente 2,5 X 10° esporas bacterianas
(Sturtevant, 1932).

Las esporas representan la forma infectiva e inician el ciclo de la
enfermedad cuando son ingeridas por las larvas junto con el alimento. Germinan
en el intestino de larvas menores a 3 dias de edad (pH 6.5) originando células
vegetativas flageladas que migran al epitelio y lo atraviesan en el momento de la
metamorfosis. Posteriormente invaden la hemolinfa donde se multiplican vy
esporulan nuevamente (Bailey & Lee, 1962). La pupa muere por septicemia entre
los 11 y 12 dias de la eclosion del huevo (Tanada & Kaya, 1993). Las esporas

bacterianas no pueden germinar tan facilmente en larvas mayores de 3 dias de
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

edad y normalmente no alcanzan el epitelio, siendo eliminadas por las heces fuera
del intestino. Las esporas no pueden germinar el en tracto digestivo de las abejas

adultas debido a la acidez del mismo (pH: 3-3,5).

Las esporas se diseminan por toda la colmena cuando las abejas
encargadas de la limpieza remueven las larvas muertas. De esa forma se
contamina la miel, el polen, la cera y otros productos de la colmena. Entre
colmenas se disemina principalmente por pillaje, enjambres, intercambio de

marcos y en menor medida por deriva de abejas (Matheson & Reid, 1992).

Desde su introduccion en la Argentina (Alippi, 1992), se ha difundido en
todas las zonas productoras del pais, difusién posiblemente vinculada a la
trashumancia de colmenas con el objeto de realizar multiplicacion temprana,
aumentar la produccion de miel y polinizar cultivos, ademas de la compra-venta de

nucleos, colmenas, paquetes y reinas sin control sanitario.

Actualmente, el manejo actual de la loque americana en la Argentina se
cumple a distintos niveles que involucran pérdidas econdmicas, riesgos vy
limitaciones, como la quema del material apicola contaminado con esporas
(Matheson & Reid, 1992), el empleo de descontaminantes como radiacién gamma
y esterilizacion con parafina (Charbonneau et a/., 1992; Matheson & Reid, 1992) vy,
el mejoramiento genético de las abejas (Rinderer, 1986; Spivak & Gilliam, 1998a;
Spivak & Reuter, 2001; Spivak & Gilliam, 1998Db).

La aplicacion de antibidticos para el control de esta enfermedad es una
alternativa de manejo. Es importante destacar que los antibioticos sélo controlan
las formas vegetativas, eliminando los sintomas pero no las esporas que son las

responsables de la diseminacién de la enfermedad.
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

El uso indiscriminado de oxitetraciclina, sobre todo en forma preventiva,
genera ciertos riesgos como la reduccién de la expectativa de vida de las abejas
(Charboneau et a/., 1992), la induccion de desarrollo de resistencia en la poblacion
natural de bacterias (Alippi, 1996; Glinski & Rzedzicki, 1977; Kochansky et. al.,
2001)vy la contaminacion de las mieles (Matsuka & Nakamura, 1990; Sporns et al.,
1986; Toporcak et al,, 1995).

OBJETIVO GENERAL

El objetivo central de este trabajo de tesis ha sido la evaluacién integral de
los antibidticos oxitetraciclina, tilosina, tilmicosina y lincomicina para el control de

la loque americana.

Objetivos particulares

Evaluar la sensibilidad /in vitro de P. larvae a estos antibidticos.
2. Evaluar la efectividad del medio MYPGP para determinar la
sensibilidad/resistencia de P larvae
3. Definir la carga de AMB en los discos.
Establecer los valores con los que se definiran los grados de
sensibilidad bacteriana
5. Establecer los puntos de corte para los CIM
Evaluar la toxicidad oral aguda de los antibidticos para larvas y
adultas de A. mellifera.
7. Evaluar la eficacia de los antibidticos a campo para el control

de la enfermedad.

A continuacidon se resumen las caracteristicas mas sobresalientes de los

distintos grupos de antibiéticos estudiados.
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

TETRACICLINAS: Es una de las familias de antibidticos mas antigua. El primer
antibiético (ATB) de este grupo, la clortetraciclina, fue obtenido en 1948 a
partir de Streptomyces aurofaciens (Duggar), recibiendo por ello el nombre
de aureomicina. En 1950 se aisld de Streptomyces rimosus (Sobon et al.) la
oxitetraciclina. La estructura quimica de este grupo es tetraciclica, de ahi su
denominacion, siendo su nucleo central un octahidronaftaceno. Las
tetraciclinas inhiben la sintesis de las proteinas bacterianas al fijarse a la
subunidad ribosémica 30s. En ella bloquean el sitio aceptor del complejo ARN
mensajero-ribosoma, impidiendo por ello la fijacion del aminoacil ARN de
transferencia. Ademas de este mecanismo basico, la tetraciclinas pueden
quelar el magnesio necesario para que se produzca la unién ribosémica e
inhibir algunos sistemas bacterianos, entre otros los implicados en la
fosforilacion oxidativa. A través de este mecanismo de accidn, la tetraciclinas
producen un efecto bacteriostatico, aunque en ocasiones, si las bacterias son
muy sensibles y la concentracién alcanzada es elevada, pueden provocar su
destruccion (Rang et al,, 2000). La penetracion en el citoplasma bacteriano se
realiza mediante difusion pasiva a través de los poros de la pared bacteriana,
y posteriormente por diversos mecanismos de transporte activo asociados a
algun transportador. Precisamente, la alteracion del sistema del transporte
activo es el principal modo de resistencia bacteriana a las tetraciclinas. Se
cree que esta resistencia bacteriana se debe su resistencia a la incorporacién
de nuevos genes asociados a plasmidos mdviles ¢ a transposones. Se han
descrito otros sistemas de resistencia, como la sintesis de enzimas

inactivadoras y mecanismos de proteccién del ribosoma. Se ha demostrado
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

que existe resistencia cruzada entre las tetraciclinas (Roberts, 1996; Roberts,
2005). Presentan una amplia actividad antibacteriana, ya que actian sobre
bacterias Gram positivas y Gram negativas, ademas de tener actividad contra
rickettsias, amebas y micoplasmas. (Sumano Lopez & Ocampo Cambreros,
1997).

Figura 1: Estructura quimica de la tetraciclina.

MACROLIDOS: Bajo esta denominacién se agrupa una serie de antibidticos,
entre los cuales se encuentran tilosina (se aisla a partir de Streptomyces
fradiae ((Walksman & Curtis) Walkman & Henrici)) y tilmicosina (sintetizada
sintéticamente a partir de la tilosina), que se caracterizan por la presencia de
un anillo lacténico macrociclico, al que se unen diversos desoxiazucares. Los
macrdlidos inhiben la sintesis de las proteinas bacterianas por unirse al sitio P
en la subunidad 50s del ribosoma bacteriano. Actualmente se acepta que los
macrdlidos del grupo de la eritromicina bloquean el proceso de translocacion
del peptidil ARNt en el ribosoma, mientras que los del grupo de la
espiramicina inhiben la formacion del enlace peptidico previo al proceso de
translocacion. Estas diferencias en el mecanismo de accion se explican por la
existencia de diferentes sitios de fijacidn: la proteina L22, a la que se une la
eritromicina, y la proteina L27, que es el lugar de fijacion para los macrdlidos
del grupo de la espiramicina. Ambas proteinas forman parte de la compleja

estructura de la subunidad 50s del ribosoma bacteriano, constituida por dos
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moléculas de ARN y 33 proteinas diferentes. El efecto de los macrélidos

puede ser bacteriostatico o bactericida, dependiendo de la especie bacteriana
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Capitulo 1. Introducciéon General y Objetivos.

sobre la que actten, del tamano del indculo, de la fase de crecimiento en la
que se encuentren las bacterias y de la concentraciéon que alcance el
antibidtico en el sitio de accidon (farget site). Los macrolidos se caracterizan
por requerir de 2 a 4 veces la CIM (concentracion inhibitoria minima) para
conseguir la CBM (concentracién bactericida minima), y esta concentracién
debe mantenerse el tiempo suficiente, puesto que el efecto bactericida es
tiempo-dependiente. La aparicién de resistencia puede deberse a diferentes
mecanismos como por ejemplo, resistencia intrinseca debido a la dificultad de
este antibiotico (una base débil) para atravesar la membrana externa de la
pared bacteriana; mutacion cromosémica que induce alteraciones en el sitio
de fijacion de la subunidad 50s, disminuyendo la afinidad del ATB;
alteraciones en el ARN ribosdémico de la subunidad 50S, mediada por la
transferencia de plasmidos que contienen el gen de una ARN-metilasa capaz
de metilar la adenina, esta modificacion reduce también la fijacién del
antibidtico a la subunidad ribosdémica y también se han descrito mecanismos
de inactivacién enzimatica de los macrdlidos por esterasas y fosforilasas
bacterianas (Flores, 1984; Kapusnik-Uner et al/., 1996).

Poseen una accion eficaz sobre las bacterias Gram positivas y espiroquetas,
pero no contra la mayoria de los microorganismos Gram negativos (Rang et
al., 2000).

Figura 2: Estructura quimica de la tilmicosina.
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Figura 3: Estructura quimica de la tilosina.

LINCOSAMIDAS: comprenden dos antibidticos de importancia clinica: la
lincomicina y su derivado clindamicina. La lincomicina es producida por
Streptomyces lincolensis, y su estructura quimica es un aminoacido unido a
un aminoazucar. Las lincosamidas se unen a la subunidad 50s de los
ribosomas. Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo por el que
inhiben la sintesis de proteinas, aparentemente inhibirian la peptidil-
transferasa, interfiriendo la unidn del sustrato aminoacil-ARNt al sitio A de la

subunidad ribosdmica 50s.

El mecanismo de resistencia a lincosamidas es comdn a eritromicina y
estreptograminas (grupo MLS), como por ejemplo la produccion de
eritromicina esterasas, que catalizan la hidrdlisis del anillo de lactona del
antibidtico, o la metilacion ARN ribosomal de la subunidad 50S (Otto et al.,
2006). La resistencia es cruzada entre ambas lincosamidas, y la transferencia
por plasmidos puede llevar conjuntamente la resistencia a eritromicina
(Flores, 1984; Kapusnik-Uner et al., 1996).
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Figura 4: Estructura quimica de la lincomicina.

De todos los antibidticos antes mencionados, sélo la oxitetraciclina (como
clorhidrato) ha sido ampliamente estudiada en colmenas y fue el Unico antibidtico
aprobado para su empleo en colmenas hasta el afio 2005 debido a su vida media
corta que implica una baja concentracion de residuos en miel (Kochansky et al.,
1999). En la Argentina se aprobo el uso de tartrato de tilosina, pero ain no se
encuentra a la venta, mientras que en Octubre de 2005 se aprobd su uso en EUA y
actualmente ya se encuentra disponible en ese mercado. Los restantes
antimicrobianos fueron seleccionados sobre la base de estudios parciales
realizados tanto /n vitroy a campo (Alippi et al., 1999; Kochansky et al, 1999;
Okayama et al, 1996; Nakajima et al, 1997; Nakajima et al, 1998Shimanuki &
Knox, 1994; Sthaly & Ryan, 1995;).
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CAPITULO 2

Ensayos de sensibilidad antimicrobiana in vitro

1. Materiales y métodos:

Se probé la sensibilidad de 23 cepas de Paenibacillus larvae (Tabla 1) a los
antibidticos tilosina, tilmicosina, tetraciclina y lincosamida, de acuerdo con
metodologia previamente descripta (Acar & Goldstein, 1985; Alippi, 1996;
Andrews, 2001; Andrews, 2004; Bauer et al., 1966; NCCLS M31 A2, 2002; NCCLS
M2 A8, 2003; NCCLS M7 A6, 2003; NCCLS M100 S14, 2005; Shimanuki & Knox,
1994; Sthaly & Ryan, 1995). Las 23 cepas de P. /arvae utilizadas pertenecen al
cepario de la Unidad de Bacteriologia del CIDEFI UNLP (n=400) y se eligieron
tanto a nivel mundial como de Argentina completamente al azar con el propdsito

de asegurar una amplia distribucidon geografica de las cepas.

Se usaron dos técnicas para evaluar la sensibilidad de las diferentes cepas

frente a los cuatro antibidticos estudiados:

1. 1 - ANTIBIOGRAMA: también llamado prueba de susceptibilidad microbiana
en disco. Esta prueba de difusién en agar se utiliza de rutina en muchos
laboratorios clinicos de humanos y animales, para la determinacién de la
sensibilidad a los antimicrobianos de bacterias comunes de desarrollo rapido, y
también para algunas bacterias con requerimientos nutricionales especiales.
Esta prueba de sensibilidad esta indicada para cualquier microorganismo capaz
de producir un proceso infeccioso que requiera tratamiento antimicrobiano, si
su sensibilidad no puede ser predicha a partir del conocimiento de la idoneidad
del germen. Estan indicados en los casos en que la bacteria infectante sea
capaz de mostrar resistencia a los antibidticos usados habitualmente para el
tratamiento. Los mecanismos de resistencia incluyen: produccion de enzimas

inactivadoras de antibidticos, alteraciéon de su sitio blanco e intercambio
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alterado de drogas o eflujo (NCCLS M2 A8, 2003). Existen microorganismos
que aun mantienen su sensibilidad original a algunas drogas, por lo que en
esos casos, la terapia empirica es totalmente reconocida y no es necesario

realizar pruebas de sensibilidad.

Tabla 1: Cepas bacterianas usadas en los ensayos de sensibilidad /in vitro.

Género y especie Denominacion Origen geografico Fuente

Paenibacillus larvae PL3 Concordia, Entre Rios, ARGENTINA ® miel comercial
Paenibacillus larvae PL7 Piglié, Buenos Aires, ARGENTINA ® miel comercial
Paenibacillus larvae PL14 (San Martin, La Pampa, ARGENTINA ® miel comercial
Paenibacillus larvae PL15 La Plata, Buenos Aires, ARGENTINA ® miel comercial
Paenibacillus larvae PL25 NUEVA ZELANDA ® miel comercial
Paenibacillus larvae PL30 NUEVA ZELANDA ° miel comercial
Paenibacillus larvae PL32 Arroyo Alegre, Cordoba, ARGENTINA ® miel comercial
Paenibacillus larvae PL33 Chascomus, Buenos Aires, ARGENTINA ®  miel comercial
Paenibacillus larvae PL34 Valle Medio, Rio Negro, ARGENTINA ° miel comercial
Paenibacillus larvae PL35 Chimpay, Rio Negro, ARGENTINA ° miel comercial
Paenibacillus larvae PL41 Lecce, ITALIA © miel comercial
Paenibacillus larvae PL42 Modena, ITALIA © miel comercial
Paenibacillus larvae PL45 Vanchuse, FRANCIA ¢ miel comercial
Paenibacillus larvae PL51 Lincoln, Buenos Aires, ARGENTINA @ miel comercial
Paenibacillus larvae PL57 Uppsala, SUECIA © miel comercial
Paenibacillus larvae PL58 Uppsala, SUECIA © miel comercial
Paenibacillus larvae PL64 Ranchos, Buenos Aires, ARGENTINA ? miel comercial
Paenibacillus larvae PL71 Grye, POLONIA f miel comercial
Paenibacillus larvae CCM 4483 REPUBLICA CHECA ¢ Coleccion
Paenibacillus larvae ATCC 9454 Coleccién
Paenibacillus larvae PL295 EUA miel comercial
Paenibacillus larvae PL373 Boston, EUA miel comercial
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 " Coleccion
Pasteurella multocida ATCC 43137 " Coleccion
Escherichia coli ATCC 29922 " Coleccién
Staphylococcus aureus ATCC 29213 " Coleccion
Staphylococcus aureus ATCC 25923 " Coleccion
Referencias:

2 A. M. Alippi, Centro de Investigaciones de Fitopatologia, Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales, UNLP, La Plata, Argentina.

® M.R. Goodwin, Apicultural Research Unit, Ruakura Research Center, Hamilton, New Zealand.
¢ Dr. E. Carpana, Istituto Nazionale de Apicoltura, Bologna, Italy.
4 Dr. Marc Colin, Station de Phytopharmacie, INRA Avignon, Montfavet Cedex, France.
¢ I. Fries, Bee Division, Swedish University of Agricultural Sciences, Uppsala, Sweden.
M. Jelinski, Instytut Weterynarii, Swarzdez, Poland.

9CCM, Czech Collection of Microorganisms, Brno, Czech Republic;
" Instituto Malbran, Buenos Aires, Argentina.
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La metodologia usada fue la propuesta por Bauer y col. (1966), con
modificaciones (Andrews (2001), NCCLS M2-A8 (2003) y Piddock (1990)) para
Test de Susceptibilidad Antimicrobiana con Discos (antibiograma). La prueba
del antibiograma de todos los antibidticos se realizd usando el medio MYPGP
(Dingman & Stahly, 1983) como medio basal debido a que A. /arvae no

desarrolla adecuadamente en medio Miller-Hinton.

1. 1. 1 — PREPARACION DE LAS PLACAS DE PETRI CON MYPGP

Se prepara el medio MYPGP (Dingman & Sthaly, 1983) en frascos de tapa a
rosca con 200 ml cada uno. La composicion del medio es (g/l): 10 g Caldo
Miller Hinton (Infusion de carne 300 g; Peptona acida de carne 17,5 g;
Almiddn 1,5 g; pH 7,3 + 0,1) extracto de levadura 15 g; K;HPO, 3g; Piruvato de
sodio 1g; Agar-agar 20 g; Glucosa 2 g 1000 ml agua destilada estéril; pH 7,1).
Se esteriliza a 1Y% atmoésferas durante 15 minutos. Se saca del autoclave y se
atempera en Bafio Maria a 45 — 50°C, posteriormente se coloca en placas de
Petri de 90 mm de diametro hasta un nivel de 4 mm de alto, que se
corresponde con 25 ml de agar. Las placas abiertas en banco de flujo a

temperatura ambiente hasta que solidifique.

Las placas que no se usan en el momento de la preparacidon se pueden
guardar hasta 1 semana en la heladera (4-8°C). Antes de usar, se debe secar
la superficie de las placas para remover el exceso de humedad; para ello se

dejan en el banco de flujo laminar, abiertas, por el término de 10 —30 minutos.
1. 1. 2- PREPARACION DE LOS DISCOS

Se emplearon discos de papel 3MMW de 6 mm de diametro (Donados por el
Servicio de Antimicrobianos del Instituto Malbran, ARGENTINA). Los discos se

esterilizaron 20 minutos a 1** atmdsfera y luego se secaron en camara caliente
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(estufa). Una vez secos, se colocaron en orden sobre el dispositivo de llenado
(una reja de alambre mosquitero estéril especialmente disefiada para este fin).
De esta forma, se separo el disco de la superficie sobre la que apoya la reja,

asegurando la absorcidn de la totalidad del volumen goteado sobre el disco.

Figura 5: Dispositivo para optimizar el llenado de los discos con ATB.

1. 1. 3- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES DE ANTIBIOTICOS

La solucién madre de los antibidticos se prepard de acuerdo con la siguiente

férmula propuesta por el Servicio de Antimicrobianos del Instituto Malbran:

1000 X carga del disco (ug) X volumen de solucién a preparar (ml) = miligramos de la droga que debo pesar

10 (pl) X potencia de la droga usada

Dénde: # 1000 es un factor de conversion de unidades.
# 10 es el volumen que debera absorber cada disco.

Tesis Doctoral Lic. Francisco José Reynaldi 24
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EJEMPLO: Para preparar discos de tilosina de 15 pg, la droga a usar tiene
una potencia de 898 pg/mg, y se cargaran los discos con 10 pl.

1000 X 15 X 5 =8.35 (Este resultado (8.35)) son los miligramos de droga a disolver en 5 ml de agua)
10 X 898

1. 1.4 - CARGA Y ALMACENAMIENTO DE LOS DISCOS CON ANTIBIOTICOS

Los discos acomodados sobre el dispositivo de llenado, se gotearon con
micropipeta automatica 10 pl por disco de las distintas diluciones de tilosina,
tilmicosina, lincomicina y tetraciclina, respectivamente. Una vez goteados los
discos se dejaron secar en el banco de flujo laminar durante aproximadamente

25 minutos.

Los discos se conservaron en frascos sellados con parafilm, conteniendo un

desecante (silicagel), y -20°C hasta el momento de usar.

Los frascos con los discos fueron retirados del freezer 2 horas antes de su
empleo, con el fin de lograr un equilibrio con la temperatura ambiente antes de

ser abiertos, evitando de esta forma la condensacion de humedad.

1. 1.5 -PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO

El método usado para la preparacion del indculo fue el propuesto por la
NCCLS M2 A8 (2003) para microorganismos con exigencias nutricionales
especiales. Se realizd a partir de células vegetativas de las diferentes cepas de
P. larvae (Tabla 1) desarrolladas en agar MYPGP durante 48 h en aerobiosis a
37°C. Cada una de las cepas se suspendio en agua destilada estéril en tubos
tapa a rosca y se ajustaron a una concentracion 2,87 X 108 células/ml (Aszonm=
0,388) equivalente al estandar 1 de la escala de McFarland. Con esta

concentracion bacteriana se logré un crecimiento semiconfluente necesario
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para llevar a cabo un antibiograma. El indculo se empled dentro de los 15

minutos para evitar una disminucion de la viabilidad de las células vegetativas.

1. 1. 6 —=INOCULACION DE LAS PLACAS DE AGAR

Mediante un hisopo de algoddn estéril se tomo el indculo sumergiendo en el

tubo y removiendo por rotacién contra las paredes del mismo.

Se inoculé la superficie del agar por hisopado en tres direcciones, rotando la
placa 60° cada vez para asegurar una completa distribucion del indculo.
Finalmente se hisop6 la circunferencia de la placa. De esta forma se obtuvieron
zonas de inhibiciébn uniformemente circulares, y un desarrollo bacteriano

homogéneo.

Se dejaron las placas abiertas dentro del banco de flujo laminar durante 5
minutos, como minimo, para que el exceso de humedad superficial sea

absorbido por el medio de cultivo.

1. 1. 7 - COLOCACION DE LOS DISCOS CON ANTIBIOTICOS EN LAS PLACAS
INOCULADAS

Los discos con la carga de cada ATB se aplicaron dentro de los 15 minutos
de la inoculacion. Se empled un solo disco por placa de Petri de 90 mm en

posicién central.

Los discos se tomaron con pinzas estériles y una vez colocados sobre el
medio de cultivo se ejercid una ligera presién con el fin de evitar que se

movieran o desprendieran.
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1. 1. 8 - INCUBACION DE LAS PLACAS

Las placas inoculadas y con los discos ya aplicados se incubaron invertidas a
37°C por el término de 48 hs. La incubacién se llevé a cabo dentro de los 15

minutos posteriores a la colocacion.

1. 1. 9 — LECTURA DE LAS PLACAS E INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

La lectura de las placas se realizé a las 48 horas de incubacion midiendo el

diametro de la zona de inhibicion, incluyendo el disco mediante un calibre.

El drea que no mostré desarrollo obvio a ojo desnudo se considerd para la
medicion, sin tener en cuenta colonias muy pequefias que puedan ser
detectadas solo con mucha dificultad en el borde de la zona (NCCLS M2 A8,
2003).

Se consideraron 3 categorias de interpretacion:

SENSIBLE (S): esta categoria implica que una infeccion dada por la cepa
en estudio puede ser tratada apropiadamente con las dosis de antibidticos
recomendadas para el tipo de infeccion y la especie infectante, a menos que

hubiera contraindicaciones.

INTERMEDIA (I): esta categoria incluye cepas cuya Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) a un determinado antibidtico puede ser alcanzada en
los tejidos deseados. La respuesta al tratamiento en estos casos puede ser
menor que para cepas sensibles. Esta categoria sugiere que puede lograrse
éxito clinico aumentando la concentracién del antimicrobiano en el sitio de

accién, siempre que las dosis puedan ser incrementadas.
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RESISTENTE (R): las cepas resistentes no son inhibidas por las dosis

habituales de uso.

Es importante denotar que hasta el momento no existen puntos de corte
para antibiograma o CIM claramente delimitados a nivel mundial para el
antibidtico tetraciclina y la bacteria P. /arvae. Para el caso de tilosina,

tilmicosina y lincomicina no existen datos.

1. 1. 10 - PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD

Con el propdsito de corroborar que la carga de los discos fue la correcta, se
realizd un control de calidad para cada lote de discos cargados con los distintos
ATB. Se usaron las cepas de referencia Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Pasteurella
multocida ATCC 51689, siguiendo la técnica descripta por la NCCLS M2 A8
(2003), pero empleando MYPGP como medio basal. Los discos que no entraron

dentro de los rangos esperados por la NCCLS fueron descartados.

Para los casos donde no existen rangos disponibles (ND) para control de
calidad, se procedi6 de la siguiente forma (Técnica provista por el
Departamento de Antimicrobianos del Instituto Malbran, Argentina). Se
prepararon 3 tipos de discos patrones: Grupo 1 discos con la carga de ATB
propuesta; Grupo 2 discos con el doble de la carga propuesta y Grupo 3 discos
con la mitad de la carga propuesta. Luego de sembrar las placas de Petri con
las cepas control, se colocan los discos y se llevan estufa, y se miden los
didmetros de inhibicion luego de la incubacion a 37° C durante 18 h.
Posteriormente se calcularon los diametros promedio para cada uno de los
discos. Finalmente se trazd una recta en un grafico donde el eje X se
correspondia con “carga del disco (-g)' y el eje de las Y con “"didmetro de

halo (mm)” con los tres puntos obtenidos de acuerdo con la carga del disco y
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el diametro de halo. Una vez que la grafica esta lista pruebo los discos de mi
produccién (aproximadamente un 10%) y con los valores de halos (mm)
maximo, minimo y promedio hallados los interpolo en la grafica con el fin de
obtener valores de su valor correspondiente de "carga de disco”. Teniendo en
cuenta que la carga éptima del disco se corresponde con el 100%, las cargas
obtenidas de los halos maximos, minimo y promedio se corresponderan con un
porcentaje que BAJO NINGUN PUNTO DE VISTA debe ser superior al 135 %
(para valor maximo), inferior al 75% (para valor minimo) y similar al 100%
para el valor promedio de los discos preparados. Los discos fueron cargados

con:

e Tilosina 15 nug /disco (Experiencia del laboratorio).

e Tilmicosina 15 ug /disco (NCCLS M31 A2 (2003)).

e Tetraciclina 5 ug /disco (USDA (2000)) y 30ug /disco (NCCLS M100
S15 (2005)).

e Lincomicina 15 pg /disco (Experiencia del laboratorio).
El propdsito de realizar controles de calidad fue:

Monitorear la precision y exactitud de los procedimientos usados para la
evaluacion de la sensibilidad bacteriana de los antimicrobianos, teniendo en
cuenta que no existen valores de referencia para P. /arvae y monitorear el

comportamiento de los medios y reactivos usados.

Para todas las cepas control de calidad se procedié de la forma antes

detallada, con las siguientes diferencias:

Se respetd la concentracion de 0,5 de Mc Farland (1 X 10® UFC/ml)
propuesta por NCCLS M7 A6 (2003) para las cepas de control de calidad y las

placas se evaluaron a las 18 h, de acuerdo con lo que establece el protocolo.
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1. 2 - CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM) EN MEDIO SOLIDO: La
CIM se define como “la minima concentracion de un antimicrobiano que
previene el desarrollo visible de un microorganismo en una prueba de
sensibilidad por dilucién en caldo o agar” (NCCLS M31-A2, 2002; NCCLS M7-A6,
2003; Andrews, 2004). El objetivo de realizar CIM es definir los Puntos de
corte ("breakpoints”) que son las concentraciones discriminatorias usadas en
la interpretacion de resultados del test de sensibilidad y para discriminar entre
aislamientos sensibles, intermedios y resistentes” (MacGowan & Wise, 2004).
La CIM es considerada como la Prueba de oro ("gold standard”) para
determinar la susceptibilidad de un microorganismo frente a un antimicrobiano;
ademas se emplea para juzgar la “performance’ de otros métodos usados para

testear susceptibilidad antimicrobiana (Andrews, 2004).

La metodologia usada fue la propuesta por la NCCLS (NCCLS M7-A6, 2003)
para CIM en medio solido, con las modificaciones de Alippi y col. (2005). La
prueba de CIM de todos los antibioticos se realizd usando el medio MYPGP
(Dingman & Stahly, 1983) como medio basal. Se prepararon soluciones stock
de los antibidticos a concentracidnes al menos diez veces mayor que la maxima
concentracion a probar (5120 pg/ml), segun recomendacion de la NCCLS M7-
A6 (2003) empleando las siguientes formulas para determinar la cantidad de

polvo antimicrobiano a usar:

Pesada de ATB(mg)=Volumen de SE (ml) X Concentracién de SE (ug /ml)
Potencia de ATB (ug /mg)

donde:
ATB = antibidtico
SE = Solucion estéril a preparar

Al realizar la pesada, generalmente se obtiene un exceso de droga; en ese
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caso, conviene aplicar la siguiente formula, para reformular la cantidad de

solvente a utilizar:

Volumen de SE (ml) =Pesada de ATB (mg) X Potencia de ATB (ung/mg)
Concentracion de SE (ung/ml)

EJEMPLO: Para preparar aproximadamente 100 ml de una solucién madre de
1280 pg/ml de agente antimicrobiano con una potencia de 750 pug/mg, deben
pesarse entre 170 y 200 mg de droga. Si el peso final del antibidtico fue 182.6
mg, el volumen de solvente necesario para diluir el mismo se calcula de la

siguiente manera:

(Peso) X (Potencia)
Volumen (ml) = _182,6 mg X 750 ug/mg = 107,0 ml
1280 ug/ml

(Concentracion deseada)

En este caso, los 182,6 mg de droga pesada se deben disolver en 107 ml de

diluyente.

Para el caso particular de Tetraciclina (SIGMA ®) se usd etanol 95% como
solvente y agua destilada estéril como diluyente; para Lincomicina (SIGMA ®)
y Tilosina (SIGMA ®), las soluciones stock se prepararon en agua destilada
estéril. En todos los casos se esterilizaron a través de un filtro de 22 um
acoplado a una jeringa; luego se prepararon alicuotas y se congelaron a —20°C
hasta su uso. La tilmicosina en Argentina solo se consigue en solucién a una
concentracion de 300.000 pg/ml (Micotil ®, ELANCO) pero, de igual forma que

para los otros antibidticos, se diluyd en agua destilada estéril, se prepararon

31



Capitulo 2. Ensayos de sensibilidad antimicrobiana /in vitro.

alicuotas y se guardaron en freezer a —20 °C.

En todos los casos, una hora antes de su empleo los antibidticos se

retiraron del freezer y/o heladera atemperarlos.

1. 2.1—PREPARACION DE LAS DILUCIONES DE TRABAJO

Para todos los antimicrobianos se siguid el esquema propuesto por la NCCLS

M7-A6 (2003) con modificaciones. Una parte de la solucion de antimicrobiano

se diluye en 9 partes de agar fundido y, , todas las diluciones a probar seran

diluciones o concentraciones en base 2 a partir de 1ug /ml. (Tabla 2).

Tabla 2: Preparacion de Antibidticos (NCCLS M7-A6, 2003).

Solucion de antimicrobianos

Paso Concentracién
de antibidtico
(ng /ml)
5120
5120
5120
5120
640
640
640
80
80
80

10 10
11 10
12 10
13 1.25
14 1.25
15 1.25
16 0.1562

OCoONOOUTARWN

Fuente

Stock
Stock
Stock
Stock
Paso 3
Paso 3
Paso 3
Paso 6
Paso 6
Paso 6
Paso 9
Paso 9
Paso 9
Paso 12
Paso 12
Paso 12
Paso 15

Volumen
de fuente

(ml)

R, ER,NHFFRNRERRNRFERRNRRDN

Diluyente

(mi)

NINWOUONINWNNWNNWNNWDN

Concentracion
Intermedia

(ng /mi)
5120
2560
1280
640
320
160

80
40
20
10
5
2.5
1.25
0.625

0.3125

0.1562

0.0781

Conc. Final
Dilucion 1:10
(pg /ml)
512
256
128
64
32
16

= N N[0

0.5
0.25
0.125
0.0625
0.0313
0.015
0.0078

Log 2

O NWA HAUIIOON 0O

1. 2. 2 — PREPARACION DE LAS PLACAS DE PETRI CON MYPGP Y LAS
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DIFERENTES CONCENTRACIONES DE ATB

Se agregd la solucidn de antibidtico apropiado para cada dilucién, en el agar

fundido y enfriado a 45 — 50 °C en Bafo Maria.

Se agitd la mezcla de agar-antibidtico mediante varilla de vidrio estéril y se
colocd en las Placas de Petri hasta alcanzar una profundidad de 4 mm (=25 ml).
La mezcla agar-antibiotico se debe colocar en forma rapida en las placas para
evitar la solidificacion total o parcial de la misma dentro del recipiente de

mezclado y la formacidn de burbujas.

Las placas se dejaron solidificar a temperatura ambiente en banco de flujo

laminar horizontal Tipo I.

Sélo se preparaban las placas que se iban a usar en el dia. En caso que se
prepararan placas adicionales, estas se dejaban secar, se envolvian en bolsas
plasticas selladas y se guardaban a 2-8 °C 5 dias como maximo. Antes de usar
estas placas se abrian en el banco de flujo, y se dejaban secar durante treinta

minutos para eliminar el agua de condensacion.

1. 2. 3 — CONTROL DE CRECIMIENTO

Se usaron placas con el medio base (MYPGP) sin el agregado de antibidticos

como control de crecimiento, tanto para las cepas de AP. /arvae como para las

cepas de control de calidad.

1. 2. 4 - PREPARACION DEL INOCULO

El método usado para la preparacion del indculo fue el propuesto por la
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NCCLS M7 A6 (2003) para microorganismos con exigencias nutricionales
especiales. Se realizo a partir de células vegetativas de las diferentes cepas de
P. larvae crecidas en agar MYPGP durante 48 hs a 37°C, se suspendieron las
cepas bacterianas en agua destilada estéril y se ajustaron a 2,87 X 108
células/ml (Asonm= 0,388, equivalente al estandar 1 de la escala de Mc
Farland). El indculo se usé dentro de los 15 minutos de realizado, de forma de

evitar la disminucion de la viabilidad de las células vegetativas.

1. 2. 5 -SIEMBRE DE LAS PLACAS DE AGAR

Los tubos con las suspensiones bacterianas de las distintas cepas de PA.
larvae se ajustaron al valor 1 Mc Farland (2,87 X 108 células/ml) y se colocaron
en una gradilla. La siembre se realizd sobre la superficie del agar con la
correspondiente concentracién de ATB, en forma de gotas de 10 ul tomadas

con micropipeta automatica.

Se marcd cada placa para conocer la ubicacion de los indculos en la misma,
segun el Esquema 1. Se realizaron 5 repeticiones por placa para cada cepa

estudiada.

Para comenzar, se inoculd una placa control sin antibidtico (control de
viabilidad), y luego las placas conteniendo las distintas concentraciones de los
antibidticos en estudio, comenzando por la menor concentracion. Se inoculd
una segunda placa control de viabilidad al finalizar la serie, para asegurar
ausencia de contaminacion (control de pureza), y la viabilidad de las cepas al

finalizar el procedimiento.

Todas las placas sembradas se colocaron en incubacion dentro de los 15
minutos de sembradas, de forma tal de evitar cualquier error de lectura debido

a diferentes tiempo de incubacion.

34



Capitulo 2. Ensayos de sensibilidad antimicrobiana /in vitro.

Esquema 1: Distribucién de las cepas en una placa de Petri de 9 cm de didametro, la marca roja se

realizaba cortando el agar de forma de poder diferenciar la parte superior de la placa.

7~ 2.6 - INCUBACION DE LAS PLACAS

Las placas inoculadas se mantuvieron a temperatura ambiente y abiertas
dentro de la campana de flujo laminar hasta que se absorbid el liquido que
acompand al inéculo (nunca mas de 30 minutos). Luego se incubaron
invertidas a 37°C por el término de 48 hs (Alippi et a/., 2005).

1. 2. 7 - DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA
(CIM)
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Para determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (Punto Final), las
placas se colocaron sobre una superficie oscura y lisa. La CIM se registrd6 como
el valor de la menor dilucion que inhibi6 completamente el desarrollo
bacteriano; no se tuvo en cuenta el desarrollo de una simple colonia o una

tenue pelicula causada por el depdsito del indculo.

1. 2. 8 — PROCEDIMIENTOS PARA EL CONTROL DE CALIDAD

Se realizaron controles de calidad con las cepas de referencia Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli
ATCC 25922 (provistas por el Servicio de Antimicrobianos del Instituto Malbran,
Buenos Aires, ARGENTINA) y Pasteurella multocida ATCC 51689 (provista por
el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
UNLP, ARGENTINA). Para las pruebas de CIM se usaron las mismas cepas que
para los controles de calidad del método del antibiograma, con la salvedad que
el Staphylococcus aureus ATCC 25923 es de poca utilidad en estas pruebas de
difusion por su alta sensibilidad a la mayoria de los antibioticos, por lo tanto se

lo reemplazé por el Staphylococcus aureus ATCC 29213.

El propdsito de realizar controles de calidad fue:

Monitorear la precision y exactitud de los procedimientos y medio de cultivo
usados para la evaluacion de la sensibilidad bacteriana de los antimicrobianos,

dado que no existen valores de referencia para P. /arvae.

Las 4 cepas de referencia usadas como control de calidad se sembraron en
todas las placas que se usaron para este ensayo, realizandose cinco
repeticiones por placa. Para todas las cepas control de calidad se procedio de la

forma antes detallada con las siguientes diferencias:
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. Se respetd la concentracion de 0,5 de Mc Farland (1 X 10® UFC/ml)

propuesta por NCCLS M7 A6 (2003) y las placas se leyeron a las 18 h, de

acuerdo con lo que establece el protocolo.

Este procedimiento se realizd para los cuatro antibidticos probados;

mientras que el rango que se usO para cada droga varié de acuerdo con la

sensibilidad especifica de la droga con respecto a la poblacién bacteriana en

estudio, los rangos probados fueron:

Concentracion en

medio de cultivo

Tilosina (ng/ml)

Tilmicosina (ug/ml)

Lincomicina (ug/ml)

Tetraciclina(ug/ml)

0,0078

0,015

0,0313

0,0625

0,125

0,250

0,500

1

XD X | XX [ X

XXX XX | X

2

4

XXX XXX | X | X

8

16

32

64

128

X[ XX XX | X (X (X (X

2. Resultados y discusion:
2. 1 - ANTIBIOGRAMA

2. 1. 1 — CONTROL DE CALIDAD: Los valores obtenidos para las cepas de

Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,

Escherichia coli ATCC 25922,

Staphylococcus aureus ATCC 25923 vy Pasteurella multocida ATCC 51689

resultaron dentro de los limites aceptables para las cepas usadas como control

de calidad usando MYPGP en lugar de Miller-Hinton como medio basal (Tabla
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3). Los controles que se realizaron, tanto para los casos donde existian rangos

disponibles como para los que no, presentaron porcentajes de correlacion que

fluctuaron entre 85% y 120% (valor maximo permitido 135% y valor minimo

permitido 75%). Esto demostré que el medio MYPGP fue muy estable y puede

ser usado para pruebas de sensibilidad, ya que las cepas control de calidad se

ajustaron perfectamente a los parametros propuestos por la NCCLS en los
documentos M31 A2 (2002), M100 S15 (2005), Shryock et al. (1995), y a los

limites de correlacién esperados en los casos donde no existian rangos

disponibles.

Tabla 3: Rangos aceptables de las cepas de referencia usadas como control de calidad (QCG) para
CIM (pg/ml) y antibiograma (mm de halo de inhibicion), datos propuestos por la NCCLS o Shryock
et al (1995) para el caso de Pasteurella multocida y tilmicosina. Los rangos QCG son datos
obtenidos con medio Miiller-Hinton y los rangos CIDEFI son datos obtenidos usando medio MYPGP.

Tetraciclina Tilosina Tilmicosina Lincomicina
CIM  Antibiograma CIM  Antibiograma CIM Antibiograma CIM  Antibiograma
(pg/ml) (mm) (Hg/ml) (mm) (bg/m) (mm) (Hg/ml) (mm)
Pseudomonas  QCG  8-32! ND >323 ND >64 3 ND ND ND
aeruginosa CIDEFI 16 6 32 6 128 6 128 6
ATCC 27853
Pasteurella QCG 0,5°? ND 8? ND 0,5-4* 13-21* ND ND
multocida CIDEFI 0,5 6 8 20 4 17 4 14
ATCC 51689
Escherichia QCG 0,5-2° 18-253 >323 ND >643 ND ND ND
coli CIDEFI 1 23 128 6 64 6 64 6
ATCC 25922
Staphylococcu  QCG  0,12-1 24-30° 0,5-4°3 ND 1-43 17-213 ND ND
s aureus !
ATCC 25923y CIDEFI 0,5 26,5 2 29.5 1 19 1 23
29213 °
REFERENCIAS:

QCG: Limites aceptables de control de calidad para la cepa en uso.
CIDEFI: Valores obtenidos en esta tesis.

ND: Limites no definido por la NCCLS.

! NCCLS M100-S15 (2005).

2 Com. Pers. Dr. Gerardo Leotta, Director del Dpto. de Microbiologia. Fac. de Cs. Vet. UNLP.

3 NCCLS M31-A2 (2002).
4 Shryock et a/ (1995).

3 Staphylococcus aures ATCC 25923 se usa para control en antibiograma y Staphylococcus aureus

ATCC 29213 se usa como control para CIM.

2. 1. 2 — TETRACICLINA: Se empled tetraciclina para generar datos de
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sensibilidad /7 wvitro, a pesar que a campo se usa oxitetraciclina. Esta
particularidad se debe a que todos los estandares realizados a nivel mundial
estan hechos con tetraciclina, ya que a partir de los valores de sensibilidad
obtenidos /n vitro se puede extrapolar su valor para otras tetraciclinas, como la
oxitetraciclina, clorhidrato de oxitetraciclina y doxiciclina (NCCLS M31 A2, 2005;
Kochansky et al., 2001).

2. 1. 2. 1 - TETRACICLINA CON DISCOS DE 5 ng: esta clase de discos con una
carga de 5 pg solo se usan en el Agricultural Research Service (USDA) para
testear la sensibilidad de aislamientos de campo de P. /arvae (Shimanuki &
Knox, 2000; Cox, 2000). Debido a esto no existe ningun tipo de control de
calidad propuesto por la NCCLS. Por esta razon no se realizaron controles de
calidad con las cepas recomendadas para ese fin por la NCCLS; como controles
se usaron porcentajes de correlacion con valores que oscilaron entre 85% vy
120%, y exclusivamente para los discos de tetraciclina cargados con 5 ug una
repeticion extra con el fin de evaluar la estabilidad del método. Teniendo en
cuenta los puntos de corte propuestos por Cox (2000) (RESISTENTES halos <
20 mm; MODERADAMENTE RESISTENTES halos 21 — 40 mm; SUSCEPTIBLES
halos >41 mm) o Evans (2003) (RESISTENTES halo < 15 mm), de las 23 cepas
de P. /arvae estudiadas, 3 cepas fueron resistentes, 12 cepas resultaron

moderadamente resistentes y 8 cepas fueron susceptibles.

2. 1. 2. 2 - TETRACICLINA CON DISCOS DE 30 ug: 30 ug de tetraciclina por
disco es la carga propuesta por la NCCLS en sus documentos M100-S15 (2005)
y M31-A2 (2002) para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de bacterias
en general y de bacterias aisladas de animales respectivamente. Teniendo en
cuenta los puntos de corte propuestos por NCCLS (Tabla3), las cepas PL373 y
PL42 serian resistentes y PL 295 se encontraria dentro del rango de
intermedias. Comparando los resultados obtenidos con discos cargados con 5

ug y con 30 ug, se observa que con los discos de 30 ug disminuye la cantidad

39



Capitulo 2. Ensayos de sensibilidad antimicrobiana /in vitro.

de cepas que entran en la categoria de resistente (de tres a dos), pero cae
notoriamente la cantidad de cepas que entran en el rango de moderadamente
resistentes (0 intermedia), de 12 a solo una cepa. Teniendo la posibilidad de
optar entre dos discos con cargas diferentes ya estandarizados, es conveniente
usar los de menor carga; de esta forma se detecta facilmente pequefios

cambios en la sensibilidad de las cepas en estudio.

2. 1. 3 - TILOSINA: debido a que no existe hasta la fecha (2006) ninguna
carga de disco propuesta por la NCCLS para tilosina, en este trabajo se
propone la carga de 15 ug de tilosina por disco; el valor de esta carga se
decidid en base a lo establecido para la tilmicosina (otro macroélido de 16 anillos
como la tilosina) (NCCLS M31 A2, 2002). Es importante tener en cuenta que la
carga de los discos se puede decidir de manera aleatoria y luego ser cambiada
si se considera necesario (Acar & Goldstein, 1985). Los puntos de corte que se
proponen en este trabajo para tilosina en discos son los mismos que tiene
tilmicosina (Anexo de Tablas, Tabla 4), ya que ambas drogas poseen similar
estructura molecular y carga idnica, por lo que se supone que tienen similar
migracién en agar. Ademas, se tuvo en cuenta que diametros de halo < 15 mm
se consideran resistentes, halos > de 16 mm y < a 29 mm categoria intermedia
y halos = a 30 mm son considerados altamente sensibles (Acar & Goldstein,
1985; Piddock, 1990). De acuerdo con los puntos de cortes propuestos, las 23
cepas usadas en este trabajo fueron altamente sensibles, ya que sus diametros

oscilaron entre 29,5 y 55,5 mm.

2. 1. 4 - LINCOMICINA: debido a que para esta droga no existe hasta la fecha
(2006) ninguna carga de disco propuesta por la NCCLS, pero teniendo en
cuenta estudios previos (Kochansky et al, 2001; Kochansky et al, 2005) vy,
sabiendo que la Unica lincosamida que se prueba en disco es la clindamicina
(carga de discos de 2 ug) que tiende a ser mas activa /in vitro que la lincomicina
(NCCLS M31 A2, 2002), se propone la carga de discos con 15 ng de
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lincomicina. De acuerdo con los puntos de corte propuestos empiricamente por
Acar & Goldstein (1985) y Piddock (1990) no se encontraron cepas resistentes
(halos < 15 mm), 4 cepas (PL7, PL14, PL16, PL295) caerian dentro de la
categoria intermedia (diametros que oscilaron entre 16 y 29 mm) y las 19
cepas restantes serian altamente susceptibles con halos que oscilaron entre 30

y 48,5 mm.

2. 1. 5 - TILMICOSINA: La NCCLS propone el empleo de discos con 15 ug de
tilmicosina (M31-A2, 2002) para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de
bacterias aisladas de animales. Teniendo en cuenta los puntos de corte
propuestos por NCCLS (Tabla3), las 23 cepas testeadas resultaron sensibles, de
las cuales 21 resultaron altamente sensibles con halos que oscilaron entre 30 y

50 mm.
2. 2 - CONCENTRACION INHIBITORIA MINIMA (CIM)

2. 2. 1 - CONTROL DE CALIDAD: Los valores obtenidos para las cepas de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Pasteurella multocida ATCC 51689
usadas como control de calidad fueron adecuados (Tabla 3). En efecto, para
todos los casos donde existen valores, estos resultaron dentro de los limites
aceptables propuestos por la NCCLS (NCCLS M31 A2 (2002) y NCCLS M7 A6
(2003)), usando MYPGP como medio basal. Para los casos donde no existen
valores de referencia, se controld que la diferencia que existié entre las
distintos lotes de medio de cultivo generara resultados similares; caso

contrario, se re-testaban los lotes o se preparaban nuevos.
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Foto 1: Determinacion de la Concentracion Inhibitoria Minima en medio sélido usando MYPGP
como medio basal, Tilosina 0,0625 pg/ml. De arriba hacia abajo cepas PL30, PL32 (sin crecimiento

ya que son sensibles a la concentracion probada), £. colj, S. aureus y P. aeruginosa.

2. 2. 2 - TETRACICLINA: La CIM de las cepas analizadas presentd una
distribuciéon bimodal, con una CIMs, de 1ug/ml, CIMg 16 pg/ml y un rango de
0,125-128 pg/ml (Figura 6a). Teniendo en cuenta esta distribucion bimodal y lo
propuesto por Acar & Goldstein (1985) y MacGowan & Wise (2004) para este
tipo de distribuciones, es posible observar que en la poblacidon estudiada
existen cepas SUSCEPTIBLES y RESISTENTES, que poseen uno O varios
mecanismos de resistencia; a partir de la distribucién de sensibilidad de la
poblacion salvaje estudiada, se propone como puntos de corte para
tetraciclinas y Paenibacillus larvae los siguientes: SUSCEPTIBLE < 4 pg/ml,
INTERMEDIO 8 ug/ml y RESISTENTE >16 pg/ml, puntos que coinciden

perfectamente con los propuestos para patdgenos aislados de animales por la
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NCCLS M31 A2 (2002) y tetraciclina.

Valores de CIM TETRACICLINAS

Cantidad de cepas

2

CIM50= 1 ug/m.

CIMS0= 16 ug/ml. 0055 015 05 05 1 2 4 8 1B 2 & 138
Rango 0125-128
ug/mi CIM (pg/ml)

Figura 6a: Distribucion de los valores de CIM de tetraciclina para la poblacion de P. /arvae
estudiada.

Los valores de CIM obtenidos muestran que 20 de las 23 cepas estudiadas
son SUSCEPTIBLES, en tanto las cepas PL42, PL295 y PL373 cuadran dentro de
la categoria RESISTENTES. Asimismo, los valores de CIMs, y CIMg muestran
que a pesar que la poblacién es mayoritariamente SENSIBLE considerando los
puntos de corte propuestos previamente, existe un corrimiento de la poblacion
bacteriana hacia valores intermedios (cuatro cepas con valores = 4 pg/ml)
(MAFF, 1998), comparando con datos de Australia (59 cepas CIMs, 0,04 ng/mly
CIMg 0,05 pg/ml) (Hornitzky, 2005), Uruguay (8 cepas, todas con CIM < 2.5
ug/ml) (Piccini & Zunino, 2001) y Japon (28 cepas CIMsy 0,39 ug/ml y CIMgo
0,39 nug/ml) (Okayama et a/, 1996). Casos de resistencia ya fueron encontrados
en Argentina, Canada y Estados Unidos (Alippi, 2000; Colter, 2000; Evans,
2003 y Miyagi et al, 2000). Las tres cepas RESISTENTES (PL42, PL295 vy
PL373) fueron correctamente discriminadas, tanto por CIM como por

antibiograma usando discos de 5 ug y de 30ug.
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Con el fin de encontrar la mejor relacién entre CIM y antibiograma vy, de
esta forma poder discernir cual seria la carga de tetraciclinas en discos
adecuadas para chequear sensibilidad frente a P. /arvae, se plotearon dos
scatergramas, uno con los diametros de inhibicion de los discos de 5 ug y otro
con los discos de 30 ug, para ambos casos frente al Log, de la CIM; a partir de
estos datos se trazaron rectas de regresion (Piddock, 1989; Acar & Goldstein,
1985). Para discos con 5 ug de tetraciclina el valor de la curva de regresion fue
de r=0,7656 (Figura 7a) con un valor de p < 0,01 a un nivel de confianza del
99%., lo cual muestra una buena correlacion entre los valores de CIM vy los
halos de inhibicién del antibiograma; ademas, se observan claramente las
subpoblaciones SUSCEPTIBLES y RESISTENTES. Para el caso de los discos de
30 nug el valor de la curva fue de r=0,3455 (Figura 7b) con un valor de p <
0,01 a un nivel de confianza del 99%, lo cual muestra una buena correlacion
entre los dos parametros usados pero baja correlaciéon entre los valores de CIM
y los halos de inhibicion del antibiograma comparando con lo valores obtenidos
para discos de 5ug; no obstante pueden observarse claramente las
subpoblaciones SUSCEPTIBLES y RESISTENTES. Este valor tan bajo de
correlacién probablemente se deba a que a pesar que en la poblacién estudiada
existen cepas RESISTENTES, la mayoria son SUSCEPTIBLES y altamente
susceptibles segun la escala propuesta por Cox (2000). Cuando estas cepas
altamente susceptibles se prueban con una carga de disco grande (30 ng /
disco), genera halos muy grandes para todas (halos mayores de 60 mm),
perdiendo de esta forma poder de resolucion el antibiograma entre las cepas
susceptibles y altamente susceptibles. Las moléculas tiene un poder de
migracion en agar que esta determinado por un coeficiente de migracién
(Barry, 1985) "Bajo condiciones estandarizadas, la distancia alcanzada por un
agente antimicrobiano en un determinado periodo de tiempo es proporcional a
la concentracidon del antimicrobiano en el reservorio. Por supuesto, el tamafio,
la forma de la molécula y su carga idnica total influiran en la tasa de difusion”.

Teniendo en cuenta esta definicion se deduce que para el caso de las cepas
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RESISTENTES no existe diferencia en el diametro de halo de inhibicién ya que
estas son resistentes sin importar la carga antimicrobiana, en tanto que para
las cepas SUSCEPTIBLES y ALTAMENTE SUSCEPTIBLES los diametro de halo
son mucho mas grandes, tanto que no existe una relacion lineal directa entre
diametro de halo y carga de disco, de forma tal que para muchos casos el
didametro estaria determinado mas por el poder de migracién de la molécula
antimicrobiana que por la sensibilidad propia de la bacteria en estudio. Esta
particularidad se puede apreciar en las que presentan halos mayores a 60 mm
ya que tiene valores de CIM que oscilan entre 0,125 y 4 ug/ml, aunque no se

observa una relacion lineal entre el diametro de halo y el valor de la CIM.

Log 2 CIM vs Antibiograma (discos 5 ug)

4
=
S o
(@]
S

-4

-8

0 10 20 30 40 50 60 70 80
L, y =-0.1777x + 6.6489
Diametro de halo (mm) R = 0.7656

Figura 7a: Curva de regresion de los valores de inhibicién por disco 5 pg vs. Log2 CIM para

oxitetraciclina.
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Log 2 CIM vs Antibiograma (discos 30 ug)

Log 2 CIN

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Diametro de halo (mm) y =-0.0931x +4.8723
R? =0.3455

Figura 7b: Curva de regresion de los valores de inhibicion por disco 30 pg vs. Log2 CIM para

oxitetraciclina.

Hasta el presente, no se ha encontrado correlacion alguna entre resistencia
y haplotipo bacteriano (Evans, 2003). La resistencia a tetraciclina se debe
principalmente a la adquisicion de determinantes 7et mas que a mutaciones
cromosomales (Roberts, 1994), lo que hace suponer un origen independiente
de la resistencia principalmente debida a material de naturaleza epigenético

como plasmidos o transposones (Evans, 2003).

2. 2. 3 - TILOSINA: La CIM present6 una distribucién unimodal, con una CIMs,
de 0,125ug/ml, una CIMg 0,25 pg/ml y un rango de 0,0313-0,500 pg/ml
(Figura 6b). Valores con alta sensibilidad se encontraron en estudios previos
(Alippi et al., 1999; Alippi et al., 2005; Elzen et al., 2002 a,b; Hitchcock et al.,
1970; Moffett et al, 1970; Peng et al, 1996). Okayama y col. (1996)
trabajando con 28 cepas de Japon de P. /arvae obtuvieron valores de CIMs, de
0,025 pg/ml, CIMy 0,1 pg/ml y rango de 0,05-0,1 pug/ml, en tanto que Alippi y
col.(2005) trabajando con una coleccidn mundial de 67 cepas encontraron una
CIMs, de 0,0625pg/ml, CIMg de 0,25 pg/mly un rango de 0,0078-0,5 pug/ml.
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Valores de CIM TILOSINA

12

Cantidad de 6
cepas

CIM50= 0,125ug/ml.

CIM90=0,25 ug/ml.  O-
Rango 0.0313- 0ao78 0010 oz13 (00525 0120 (6258 0] 0500 10000

0.500ug/ml. CIM (ug/ml)

Figura 6b: Distribucién de los valores de CIM de tilosina para la poblacion de A. /arvae

estudiada.

La poblacion estudiada aqui fue altamente sensible, aseveracion que se
desprende no solo de la comparacion de los valores de CIM obtenidos en
trabajos previos (Alippi et a/, 2005; Okayama et a/, 1996), sino también de los
valores persé de CIMs,, CIMy Yy rango. La distribucion tipicamente unimodal de
los valores de CIM permiten inferir que hasta el presente existe tanto una alta
sensibilidad a la tilosina como la ausencia de indicios respecto a cambios en la
sensibilidad de AP. /arvae. (Acar & Goldstein, 1985; MacGowan & Wise, 2004;
MAFF, 1998).

Es importante denotar que las cepas que presentaron alta resistencia a la
tetraciclina fueron claramente sensibles a la tilosina coincidiendo con lo

encontrado por Miyagi y col. (2000) y Kochansky y col. (2001) .

A partir de los datos de diametro de inhibicién obtenidos y los valores de

CIM transformados en Log; se ploted un scatergrama, sobre la base de este se
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trazd una curva de regresion con un valor de r=0,831 (Figura 7c) con un valor

de p < 0,01 a un nivel de confianza del 99%, lo que muestra una muy buena

correlacién entre los valores de CIM y los antibiogramas. Teniendo en cuenta

los puntos de corte propuestos en este trabajo (Tabla 4), y observando la

buena correlacién (Figura 7c) entre los antibiogramas y la CIM, se propone la

carga de 15 ug / disco como la carga adecuada para evaluar sensibilidad a ~.

larvae frente a tilosina.

Log 2 CIM vs Antibiograma

0
0\0
= 2 >
8 X2 °*
[=2]
S 4
* 00
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y =-0.1574x + 3.8391

R?=0.831

Figura 7c: Curva de regresion de los valores de inhibicién por disco 15 g vs. Log2 CIM para

tilosina.

Tabla 4: Estandares para la interpretacion de Antibiogramas y puntos de corte de Concentracion
Inhibitoria Minima (CIM) para patdgenos en Veterinaria propuesto por la NCCLS en 2002 con

modificaciones.
Antibiograma (mm) CIM (ug/ml)

Antibiotico | Contenido | Susceptible | Intermedio | Resistente | Susceptible | Intermedio | Resistente

s del (S) (¢)) (R) (S) (1) (R)

Disco
(pg/disco)

Tetraciclina 30 >19 15-18 <14 <4 8 >16
Tilmicosina 15 >14 11-13 <10 <8 16 >32
Lincomicina 151 >2172 15-20 2 <14? <0,52 1-22 >4?2
Tilosina 151 >143 11-133 <103 <8* 164 >32*
REFERENCIAS:

! Carga de disco propuesta en esta tesis
2Puntos de corte propuestos por NCCLS (2002) para clindamicina, se propone su uso para lincomicina y 2. /.

larvae.

3 Puntos de corte propuestos en esta tesis para £. /. /arvae.
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4 Puntos de corte propuestos por Alippi et a/(2005).

La tilosina se aprobd recientemente para su uso en Argentina (SENASA,

2005) (www.alimentosargentinos.gov.ar), y ademas, se encuentra nominada

en el “libro verde” de la FDA como droga aprobada para su uso en veterinaria
(Kochansky et al., 2001).

2. 2. 4 - LINCOMICINA: Los valores de CIM presentaron una distribucion
claramente unimodal, con una CIMs, de 0,5ug/ml, CIMy 1 pg/ml y un rango de
0,125-1 pg/ml (Figura 6c), que se corresponde con una poblacién altamente
sensible (MAFF, 1998) (Figura 6c). Valores con alta sensibilidad se encontraron
en estudios previos (Kochansky et al, 2001); Okayama y col. (1996)
trabajando con 28 cepas de Japon de P. /arvae obtuvieron valores de CIMs, de
0,025 ug/ml, CIMy 0,05 pg/ml y rango de 0,0135-0,05 ug/ml respectivamente.
Las cepas que presentaron alta resistencia a la tetraciclina fueron claramente
sensibles a la lincomicina, lo cual coincide con observaciones de Kochansky y
col. (2001). La distribucidon tipicamente unimodal de los valores de CIM
corroboran que hasta el presente existe tanto una alta sensibilidad a la
lincomicina como la ausencia de indicios respecto a cambios en la sensibilidad
de P. /arvae. (Acar & Goldstein, 1985; MacGowan & Wise, 2004; MAFF, 1998).
Claramente se observa que tanto para las 23 cepas de este estudio como para
las 28 cepas usadas por Okayama y col. (1996) los valores de CIM son muy
bajos y el rango es muy estrecho, que implica una alta sensibilidad de A. /arvae

a la lincomicina.
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Valores de CIM LINCOMICINA

10
8
6
Cantidad de cepas
4
CIM50= 0,5 ug/ml. 2
Rango 0.125-1 ug/ml. 04

0.0625 0.1250 0.2500 0.5000 1.0000 2.0000  4.0000
CIM (pg/ml)

Figura 6c: Distribucion de los valores de CIM de lincomicina para la poblacién de A. /arvae
estudiada.

A partir de los datos de diametro de inhibicion obtenidos y de los valores de
CIM transformados en Log,, se ploted un scatergrama y se trazd una curva de
regresion cuyo valor fue r=0,8570 (Figura 7d) con un valor de p < 0,01 a un
nivel de confianza del 99%. Este valor muestra una muy buena correlacion

entre los valores de CIM y los halos de inhibicion.

Log 2 CIM vs Antibiograma
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Figura 7d: Curva de regresion de los valores de inhibicion por disco 15 ug vs. Log2 CIM

para lincomicina.
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Las Unicas lincosamidas empleadas en la actualidad son clindamicina (uso
humano y veterinario) y pirlimicina (uso veterinario), para ambos casos los
discos que se usan tienen una carga de 2 ug. Teniendo en cuenta que se
pueden usar discos de clindamicina para testear sensibilidad a lincomicina, pero
que esta droga tiende a ser mas activa que la lincomicina (NCCLS M31 A2,
2002), en este trabajo se tested una carga mas alta de lincomicina en disco
para intentar corregir esa menor actividad que posee la lincomicina in vitro.
Teniendo en cuenta tanto la buena correlacion que existe entre los
antibiogramas y la CIM (Figura 7d) y de acuerdo con los puntos de corte
propuestos en este trabajo (Anexo de Tablas, Tabla 3), se propone la carga de
15 ng / disco como la carga adecuada para evaluar la sensibilidad a P. /arvae

frente a este ATB.

La lincomicina se encuentra nominada en el “libro verde” de la FDA como

droga aprobada para su uso en veterinaria (Kochansky et a/., 2001).

2. 2. 5 -TILMICOSINA: Los valores de CIM presentaron una distribucion
unimodal, con una CIMs, de 0,25ug/ml, una CIMg de 0,25ug/ml y un rango de
0,0625-0,5 ug/ml (Figura 6d), que se corresponde con una poblacion altamente
sensible (MAFF, 1998). Para la poblacion estudiada de A. /arvae, la tilmicosina
presentd valores de CIM bajos, similares a los encontrados para tilosina, lo que
demuestra que la poblacion es altamente sensible a este antibiotico. Valores
con alta sensibilidad se encontraron en estudios previos para cepas de
Pasteurella spp. (Shryock et al.,, 1995; Shryock et al., 1996), pero no hay datos
bibliograficos de sensibilidad para Paenibacillus larvae. Las cepas que
presentaron alta resistencia a la tetraciclina fueron claramente sensible a la

tilmicosina.
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Valores de CIM TILMICOSINA
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Figura 6d: Distribucién de los valores de CIM de tilmicosina para la poblacién de A. /arvae
estudiada.

A partir de los datos de didametro de inhibicién obtenidos y de los valores de
CIM transformados en Log; se ploted un scatergrama y se trazo una curva de
regresion cuyo valor fue de r=0,7207 (Figura 7e) con un valor de p < 0,01 a un
nivel de confianza del 99%, lo cual muestra una buena correlacion entre los

valores de CIM y los halos de inhibicion del antibiograma.

Log 2 CIM vs Antibiograma
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Figura 7e: Curva de regresion de los valores de inhibicion por disco 15 pg vs. Log2 CIM para
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tilmicosina.

Teniendo en cuenta los puntos de corte propuestos en este trabajo (Tabla
3), y observando la buena correlacién entre los antibiogramas y la CIM (Figura
7e), se propone la carga de 15 pg / disco como adecuada para testear la

sensibilidad de P. /arvae frente a este ATB.

A partir de las valores de sensibilidad por CIM de la poblacién de P. /arvae
obtenidos en este trabajo se determinaron los ‘“puntos de corte
epidemiologico” (PCE) (epidemiological cut-off values) (Kahlmeter et aj,
2003) sugeridos por la “European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing” (EUCAST). Los PCE sirven para identificar rapidamente organismos
con sensibilidad reducida comparada con las CIM mas alta de la poblacion
salvaje. Se emplean cuando: a) no existe consenso en un punto de corte
clinico, en cuyo caso el punto de corte epidemioldgico permite la deteccion y
comparacion con organismos resistentes; b) para drogas nuevas o viejas
donde la resistencia ya ha sido descripta; €) en situaciones donde la
“resistencia” representa complejos mecanismos que puedan tener implicancias

en el hombre.

3. CONCLUSIONES:

En base a los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, se proponen los
siguientes puntos de corte epidemiologicos para cada uno de los ATB

estudiados:

o Tetraciclina: SENSIBLE < 4 y RESISTENTE >16.
o Tilosina: SENSIBLE < 2 y RESISTENTE >8.

o Tilmicosina: SENSIBLE < 2 y RESISTENTE >8.
e Lincomicina: SENSIBLE < 4 y RESISTENTE >16.
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La particularidad de determinar los puntos de cortes epidemiologicos
como SENSIBLE (=) y RESISTENTE (>) radica en el hecho que segun el
Comité Ejecutivo de la EUCAST, se evade un hueco en la distribucién de

sensibilidades que de otra forma si existiria.

A partir de estos puntos de corte epidemioldgicos, y hasta tanto se
determinen los puntos de corte clinicos, sera mucho mas facil la deteccién de

resistencias emergentes para estas drogas y Paenibacillus larvae.

Para evitar residuos de antibidticos en miel y cera las dosis propuestas para
colmenas suelen ser muy bajas, corriendo el riesgo que caigan dentro de la
ventana de seleccion de mutantes (espacio que se forma entre la CIM
necesaria para impedir el desarrollo de una cepa salvaje y la menor
concentracion de antimicrobiano que impida el desarrollo de la primera
mutante (MPC)) (Drlica, 2003). Por esta razon estos puntos de corte son de
suma utilidad para monitorear la sensibilidad a campo de esta poblacion
bacteriana hasta tanto se determinen los rangos de la ventana de seleccion de

mutantes.
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CAPITULO 3

Ensayos in vitro de toxicidad oral para abejas adultas

1. Materiales y Métodos:

1. 1 — MATERIAL VIVO: Para evaluar la toxicidad oral de ATB para abejas
adultas se trabajé de acuerdo a las metodologias propuestas por ICBB
(1985), Gough y col. (1994), Kraus y col. (1994) y Alippi y col. (1999) con

modificaciones.

A comienzos del otofio de 2004 se recolectaron abejas pecoreadoras del
alza melaria de una colmena con reina y sin sintomas clinicos de
enfermedades, sin emplear humo para evitar el consumo de miel y posterior
rechazo del tratamiento a probar. Las abejas se anestesiaron con CO; y se
colocaron de a 10 en frascos de prueba efectuando 10 repeticiones (10
frascos) por cada una de las concentracién probadas de tilosina, tilmicosina,
lincomicina y oxitetraciclina, testigo sin tratamiento y control toxico
(dimetoato). Se usd al frasco como wnidad experimental. Las abejas se

dejaron recuperar espontaneamente dentro de los frascos.

Los frascos con abejas se mantuvieron en un ambiente oscuro con
condiciones ambientales controladas (temperatura ambiente 25° C £ 2° Cy
humedad relativa de 65% * 5%). Los frascos se ubicaron de manera

aleatoria sobre las mesadas de trabajo (Foto 2).
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Foto 2: Disposicion de los frascos durante el ensayo de toxicidad de abejas adultas /in vitro.

1. 2 - TRATAMIENTOS Y DOSIS PROBADAS: Las dosis de los antibidticos
probadas se seleccionaron de acuerdo con los resultados obtenidos in vitro
(Capitulo 1) en este trabajo. Todas las dosis fueron expresadas en
microgramos de principio activo (p.a.) por abeja (ug p.a./abeja). Cada grupo
de 10 abejas (frasco individual) se alimentd con 200 pl de una solucidn estéril
de sacarosa al 50% p/v en agua destilada, mas la correspondiente dosis de
droga a probar, de modo que cada abeja recibié ad /ibitum 20 pl de solucion.
Una vez que la dosis fue tomada (aproximadamente 5 horas) (Alippi et al. ,
1999) se colocd en el alimentador una solucién de sacarosa y agua y se
repuso las veces necesarias. Las soluciones de ATB se prepararon de acuerdo

con lo explicado en el Capitulol.

Los tratamientos y dosis probadas fueron:

Testigo altamente tdoxico (dimetoato) Se incluye como control toxico
estandar (Gough et al., 1994):
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AN NN KN X AN NN Y N N

AN N N

D; 0,02 ug p.a./abeja (10 frascos) (0,2 ug de p.a. / frasco)
D, 0,04 ug p.a./abeja (10 frascos) (0,4 ug de p.a. / frasco)
Ds; 0,08 ug p.a./abeja (10 frascos) (0,8 ug de p.a. / frasco)
D40,16ug p.a./abeja (10 frascos) (1,6 ug de p.a. / frasco)
Ds0,32 ng p.a./abeja (10 frascos) (3,2 ug de p.a. / frasco)
Ds 0,64 ng p.a./abeja (10 frascos) (6,4 ug de p.a. / frasco)

Tratamiento TILOSINA

TILO; 50 ug p.a./abeja (10 frascos) (500 ug de p.a. / frasco).

TILO; 100 ug p.a./abeja (10 frascos) (1000 ug de p.a. / frasco).
TILO; 200 ug p.a./abeja (10 frascos) (2000 ug de p.a. / frasco).
TILO4400 ng p.a./abeja (10 frascos) (4000 pg de p.a. / frasco).

Tratamiento TILMICOSINA

TILMI; 50 ug p.a./abeja (10 frascos) (500 ug de p.a. / frasco).

TILML 100 ng p.a./abeja (10 frascos) (1000 ug de p.a. / frasco).
TILMI; 200 ng p.a./abeja (10 frascos) (2000 ug de p.a. / frasco).
TILMIL: 400 ug p.a./abeja (10 frascos) (4000 ug de p.a. / frasco).

Tratamiento LINCOMICINA
LINCO, 50 pg p.a./abeja (10 frascos) (500 ug de p.a. / frasco).
LINCO, 100 pug p.a./abeja (10 frascos) (1000 ug de p.a. / frasco).

LINCO; 200 pg p.a./abeja (10 frascos) (2000 pg de p.a. / frasco).
LINCO,400 ug p.a./abeja (10 frascos) (4000 ug de p.a. / frasco).
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Tratamiento CLORHIDRATO DE OXITETRACICLINA

CLO; 50 ug p.a./abeja (10 frascos) (500 pg de p.a. / frasco).

CLO, 100 ug p.a./abeja (10 frascos) (1000 ug de p.a. / frasco).
CLOs 200 ng p.a./abeja (10 frascos) (2000 ug de p.a. / frasco).
CLO4400 ng p.a./abeja (10 frascos) (4000 ug de p.a. / frasco).

AN NN

Tratamiento BLANCO

El Testigo Blanco consisti6 en una solucidon de sacarosa en agua

preparada al 50 % p/v).

Las dosis elegidas para probar toxicidad oral para adultos /n vitro
incluyeron las dosis de campo; ya que 1250 mg. de Oxitetraciclina equivalen ~
68 ug p.a./abeja; 1000 mg. de Tilosina equivalen a ~ 56 nug p.a./abeja; 1000
mg. de Tilmicosina equivalen a ~ 56 ug p.a./abeja y 1000 mg. de Lincomicina

equivalen a ~ 56 ug p.a./abeja.

En todos los casos la evaluacién se realizd a las 24, 48 y 72 h, contando el

numero de abejas muertas por frasco.

1. 3 — ANALISIS ESTADISTICO: Con los valores obtenidos se calcularon
los valores de LDsy (dosis letal media) (EPA PROBIT, 1994), que se define
como la dosis de biocida necesaria para que muera la mitad de la poblacion
en estudio. El calculo de la LDs, se obtiene trazando una horizontal desde y =
0 en abscisas y, en el punto de corte, es donde se halla el valor buscado.
Sobre una poblacidon de insectos se puede definir una cierta distribucién de

niveles de tolerancia.
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Este modelo de regresion probit para las relaciones entre las
distribuciones de muertos y las distribuciones de insecticida, surge como
resultado directo de asumir la condicion de normalidad de la distribucion de
las tolerancias (Finney, 1971; Wadley, 1967; Zar, 1998).

2. Resultados y Discusion

Ninguno de los ATB probados resultd toxico para las abejas adultas a
ninguna de las concentraciones ni tiempos ensayados, de hecho fueron
virtualmente no téxicos (ICBB, 1985), (Tabla 5); Los valores de LDs, obtenidos
con el dimetoato a las 24 hs, 48 hs y 72 hs resultaron dentro de los rangos

esperados para este compuesto (Gough et a/, 1994).

Tabla 5: Valores de LDs, a las 24 h, 48 h y 72 h para abejas adultas obtenidos a partir de
ensayos de laboratorio. Comparaciones de toxicidad entre el testigo toxico Dimetoato y las
antibioticos Oxitetraciclina, Tilosina, Tilmicosina y Lincomicina.

Compuesto Tiempo (h)  Intercepcion Err. Std. Pendiente Err. Std. DLso
(ug / abeja)
Dimetoato 24 6.153455 0.268210 2.355612 0.388996 0,324
48 6.019589 0.204358 1.409017 0.208696 0,198
72 6.170721 0.126345 1.461616 0.127451 0,158
Oxitetraciclina 24 0.491932 0.818631 1.367412 0.347952 1.980,559
48 0.958722 0.551536 1.496220 0.241740 502,333
72 1.154073 0.497844 1.582871 0.222101 268,977
Tilosina 24 1.394214 0.853845 0.868382 0.368841 14.200, 502
48 1.588866 0.668630 0.981414 0.290908 2.990,427
72 2.201430 0.569769 0.831658 0.251788 2.317,644
Tilmicosina 24 1.170973 0.905314 0.952424 0.388403 10.478,438
48 -0.821780 1.553873 1.826449 0.631991 1.539,876
72 -0.175497 1.190802 1.659180 0.491458 1.316,164
Lincomicina 24 1.707203 0.890723 0.682122 0.387857 67.187,156
48 3.612924 1.272954 1.166262 0.530692 5.776,387
72 1.088503 1.082069 1.038114 0.456048 5.859,858

A pesar que ninguna de las drogas fue tdxica para abejas, se puede
observar en la Tabla 5 que a las 24 horas los ATB Tilosina, Lincomicina y

Tilmicosina necesitan una altisima cantidad de droga (> 10.000 ug p.a./abeja)
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para lograr la LDsy, contrastando con la Oxitetraciclina que tiene una LDs, de
1980,559 nug p.a./abeja.

A las 48 horas existe un descenso muy marcado en las LDs, de todas las
drogas (Tabla 5), pero este fendmeno se observa mas claramente para
Lincomicina y Tilmicosina. Este manifestacién probablemente se deba a un efecto
retardado de toxicidad, el cual a pesar de ser muy marcado, no tiene incidencia
dado que las concentraciones de drogas probadas a campo distan mucho de los
valores de LD50 para las 48 y 72 horas. Alippi y col.(1999) también observaron

este efecto en Oxitetraciclina y Terramicina ®.

A las 72 horas los valores de LDs, siguen cayendo, aunque no tan
bruscamente como a las 48 horas. A pesar de ello, todos los valores de LDs
excepto el de la Oxitetraciclina, distan mucho tanto de los valores de productos
levemente tdxicos (100 pg p.a./abeja segun ICBB (1985)) como de las
concentraciones de campo. Valores similares fueron obtenidos en trabajos

previos para el caso de la oxitetraciclina (Alippi et a/., 1999).

En aquellas paises donde se emplean ATB para el control de
enfermedades en las colmenas, el Unico producto aprobado para el control de
loque americana es la oxitetraciclina la cual presento valores de LDsy préximos al

limite para compuestos toxicos (< 100 ug p.a. / abeja).

Con respecto a la tilosina, ha sido recientemente aprobada para su uso en

colmenas en Argentina (www.alimentosargentinos.gov.ar , 2005) y EUA (Federal

Register, 2005). En el caso de lincomicina y tilmicosina, ambos ATB también

resultaron virtualmente atoxicos.
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3. Conclusiones
Ninguno de los ATB evaluados resultd toxico para las abejas adultas.

Tanto tilosina, como tilmicosina y lincomicina resultaron virtualmente
atoxicos. En el caso de la oxitetraciclina, los valores de LDs, obtenidos fueron
proximos al limite para compuestos téxicos, de modo que una mala dosificacion

a campo podria facilmente resultar en toxicidad para las abejas.
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CAPITULO 4

Ensayos de toxicidad larval a campo

1. Materiales y Métodos

Se evalud la toxicidad sobre larvas de los cuatro antibidticos estudiados,
aplicados en forma de sobres (paper pack) 6 candy con sus respectivos controles

en colmenas de abejas meliferas (Apis mellifera ligustica, L.).

Todos los productos antibacterianos, antiprotozoarios y acaricidas de uso

permitido en apicultura en Argentina (www.alimentosargentinos.gov.ar) tienen un

periodo de retirada determinado (tiempo en que el producto debe ser retirado de
la colmena antes del flujo principal de néctar). A pesar de esto, en este ensayo
como se quiso probar la toxicidad de las drogas para la cria de abejas en el peor
escenario posible, se aplicaron los sobres y candies en primavera temprana muy
cerca del flujo principal de néctar, de forma tal de garantizar que el producto a
probar se consumiese dentro del periodo de mayor crecimiento larval donde existe
la mayor cantidad de cria en la colmena. De esta forma, si hubiera toxicidad, esta

seria muy notoria.

Si bien se han desarrollados mucha técnicas para determinar la mortandad
larval (Woodrow, 1941; Woodrow, 1942; Hoage & Rothenbulher, 1966; Fukuda &
Sakagami, 1968; Johansson & Johansson, 1971; Page, 1980; Pettis et a/ 2004), la

mayoria propone metodologias muy engorrosas de realizar.

Sobre base los trabajos de Fukuda & Sakagami (1968) y Pettis y col. (2004), se
efectuaron algunas modificaciones debido a que la forma de aplicacién de las
drogas a campo no fue por espolvoreo, donde una importante cantidad del

preparado cae dentro de las celdas con larvas provocando alta mortandad para
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algunas drogas (Pettis et a/ 2004), sino que se usaron sobres o candy como

vehiculo de las mismas.

El empleo de sobres 6 candies evita el contacto directo entre la droga y las
larvas dado que los mismos se colocan sobre los cabezales de los cuadros de cria,
se realizan 4 o 5 orificios y luego las abejas son las encargadas de roerlos.
Ademas, esta metodologia evita ir al campo cada semana durante 4 a 6 semanas

como en el caso del espolvoreo (Garcia Girou, 2003).

La infeccion con loque americana ocurre casi exclusivamente en larvas de
menos de 3 dias de edad (las mas sensibles a la enfermedad) por ingestion de
alimento con esporas de Paenibacillus larvae (Bailey & Ball, 1991; Gregorc &
Bowen, 1998; Ratnieks, 1992). El alimento durante este periodo de desarrollo
larval es la jalea real, segregada por las glandulas hipofaringeas de las abejas
nodrizas. El ATB debe estar activo en la jalea real segregada por las abejas
nodrizas para evitar la infeccion larval. Para que esto ocurra las nodrizas deben
alimentarse con el ATB, luego debe ser absorbido del canal alimentario, pasar a la
hemolinfa y finalmente ser segregado a través de las glandulas hipofaringeas en
la jalea real y suministrado a las larvas de menos de tres dias (Esquema 2)
(Nakajima et al., 1997; Nakajima et al., 1998). La jalea real tiene un pH cercano a
4, debido probablemente a la presencia de acidos grasos hidroxilicos, por lo que se
estima que las drogas lipofilicas y acidas son la que deberian estar en mayor
concentracion en jalea real por ser mayor la permeabilidad a través de
membranas. Ademas, los mecanismos de retencion de iones (/on-trapping
mechanism) hace que las sustancias basicas se concentren mejor en fluidos acidos
(Nakajima et al, 1998).
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Esquema 2: Ruta cinética esperada para ATB en abejas adultas y larvas de A. mellifera.
(Modificado de Nakajima et a/., 1997)

1.1- MATERIAL VIVO: El ensayo se realiz6 en el apiario experimental sito en
la localidad de “Los Talas” Partido de Berisso; Provincia de Buenos Aires,
Argentina durante la primavera del afio 2005. Se trabajéo con 3 (tres)
repeticiones por tratamiento, totalizando 18 colmenas de Apis mellifera
ligustica, las cuales provenian de paquetes de abejas realizados en febrero
de 2005 y no tenian, al comienzo del ensayo, sintomas clinicos de ninguna

enfermedad.

Todas las colmenas del ensayo se homogeneizaron de modo que se
conformaron con 1-3 cuadros de cria, 4-8 cuadros de abejas y 2 cuadros de

miel y polen, esto Ultimo para asegurar una adecuada reserva alimenticia.
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1. 2 - TRATAMIENTOS Y MODO DE APLICACION: Los tratamientos
probados se aplicaron en las colmenas sobre los cabezales de los cuadros
de la zona de cria (Foto 3), con el total de la droga para el tratamiento
completo en sobres cribados para el caso de Oxitetraciclina, Tilosina,

Lincomicina y Testigo sobre, y en candies envueltos en papel y cribados

para los casos de Tilmicosina y Testigo candy.

Foto 3: Area marcada en un cuadro de cria en el segundo dia de muestreo.

De esta forma, las abejas roen el papel del sobre o del candy y lo

consumen en no mas de 4 semanas.

De todas las formas de aplicacion posible de antibidticos en colmenas
al momento de realizarse el ensayo, se eligieron los sobres y los candies ya

que los estudios preliminares realizados para este trabajo y datos previos

Tesis Doctoral Lic. Francisco José Reynaldi
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del grupo de trabajo (Alippi et a/ 1999) aseguraban el consumo de los

sobres y candies en un tiempo de tres a cuatro semanas.

En el caso de tilosina (SIGMA ®), oxitetraciclina (SIGMA ®) y
lincomicina (SIGMA ®) se suministraron en sobre porque el principio activo
esta disponible en forma de polvo. En el caso de la tilmicosina, esta droga
sélo se encuentra disponible en Argentina en solucién (Micotil ®), de modo
que se adaptd la aplicacion en forma de candy para poder desafiar esta

droga a campo con su correspondiente testigo.

En la aplicacion por sobres, cada uno contenia 45 g de sacarosa + 5
g de gelatina de cereza + la dosis de cada antibidticos a probar. Para el
caso de los candies, la composicion fue de 45 g de sacarosa + 5 g de
gelatina de cereza + agua destilada estéril con la correspondiente dosis de

tilmicosina.

Tratamientos en sobre:

v Tratamiento Tilosina (1g de tilosina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5 gr. de
gelatina de cereza)

v’ Tratamiento Oxitetraciclina (1,259 de oxitetraciclina (p.a.) + 45 gr. de
sacarosa + 5 gr. de gelatina de cereza)

v’ Tratamiento Lincomicina (1g de lincomicina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5
gr. de gelatina de cereza)

v Testigo Sobres (45 gr. de sacarosa + 5 gr. de gelatina de cereza)

Tratamientos en candy:
v Tratamiento Tilmicosina (1g de tilmicosina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5

gr. de gelatina de cereza )
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v Testigo Candy (45 gr. de sacarosa + 5 gr. de gelatina de cereza + agua
destilada)

Las dosis usadas para los tratamientos se calcularon en base a
resultados de sensibilidad in vitro (Capitulo 1), toxicidad para adultos
(Capitulo 2), experiencias previas de dosificacion a campo y tiempo de

recurrencia de la enfermedad.

1. 3 - METODOLOGIA DE CAMPO:

El ciclo bioldgico de la abeja obrera se divide en tres dias de huevo, 6
dias de larva y 11-12 dias de pupa, la abeja adulta eclosiona entre los 20 y
21 dias (Fukuda y Sakagami, 1968).

En el caso de las larvas, estas se dividen en dos grupos: larvas chicas
(menores de tres dias) las cuales se alimentan exclusivamente de jalea real
generada por las abejas nodrizas grandes (Alimentacién Masiva), y las
larvas grandes (mayores de tres dias) que se alimentan de pan de miel
(miel, polen y jalea real de inferior calidad) (Alimentacion Progresiva) a

mayores intervalos de tiempo, producida por las abejas nodrizas chicas.

El dia cero (1° Inspeccidn) se eligié un cuadro con cria abierta por
colmena (Fukuda & Sakagami, 1968), dentro del cual se marcd con clavos
una seccion de 136 celdas, donde debian existir tanto huevos como larvas
chicas (Oomen et al., 1992).

Previo a la aplicacion de cada tratamiento (1° Inspeccién), 7 dias

Post-tratamiento (2° Inspeccidn) y 21 dias post-tratamiento (3° Inspeccion),
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se obtuvo una foto digital de cada uno de los cuadros, de las colmenas bajo
ensayo, que tenian el drea marcada (Foto 3), y se anotd la cantidad de
celdas con huevos, larvas chicas, larvas grandes, celdas vacias y celdas con
polen o néctar que habia en el area marcada, de forma de poder corroborar

los datos anotados en el campo con las fotos obtenidas.

El dia 7 post-tratamiento (2° Inspeccion) se consider6 como cria
viable la presencia de cria operculada que deviene de larvas de 1°-5°
estadio (Winston, 1987), o larvas grandes que devienen de huevos de la
semana anterior, en tanto que las celdas vacias, con huevos o larvas chicas
que en la 1° Inspeccién tenian huevos a larvas, se contabilizaron como

recambiadas (por muerte).

El dia 21 post-tratamiento (3° inspeccién) se contabilizo la cantidad
total de cria nacida respecto a la 1° inspeccidn, de forma de poder calcular

la mortalidad neta en esa colmena debido al tratamiento en cuestion.

Todas las fotos obtenidas fueron procesadas con los software Corel
PHOTO-PAINT 10, PhotoKodak® y Adobe photoshop 6.0.

1. 4 — ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS: La proporcién de
larvas muertas en la 2° Inspeccién respecto al nimero de larvas en la 1°
Inspeccidn fue transformada usando la transformacion estandar arcoseno
(seno 7 (raiz cuadrada de Y)) (Fedlaufer et aj 2001; Zar, 1998).
Posteriormente, se realizd un andlisis de varianza (ANOVA) de las
transformaciones y, en caso de existir diferencias significativas
estadisticamente, se realizd un post-hoc test, LSD (Least Square

Differences).
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2. Resultados y Discusion:

2. 1 - ANALISIS ESTADISTICO: Se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos probados (F = 7,25, df
= 5, p = 0,002). Luego de analizar los resultados del ANOVA por LSD
(Anexo de Tablas, Tabla 6) se observd que el tratamiento oxitetraciclina
origind diferencias muy altamente significativas (p < 0,001) (Zar, 1998) con

ambos testigos, lincomicina y tilosina, y diferencias significativas (p < 0,05)

(Zar, 1998) con la tilmicosina. Asumiendo que la tasa de mortalidad normal

Tabla 6: Resultados del LSD (Diferencias minimas de Cuadrados) (en subrayado diferencias

significativas (p < 0,05) y en negrita y subrayado diferencias muy altamente significativas

(p<0,001)).
Z%Sbtirg? -I;;e:r:ijgyo Oxitetraciclina Tilmicosina Tilosina Lincomicina
Testigo sobre 0,694278 0,000361 0,022216 0,476791  0,694278
Testigo candy | 0,694278 0,000720 0,046319 0,745784 1,000000
Oxitetraciclina| 0,000361  0,000720 0,041385 0,001291  0,000720
Tilmicosina | 0,022216 0,046319 0,041385 0,083198  0,046319
Tilosina 0,476791  0,745784 0,001291 0,083198 0,745784
Lincomicina | 0,694278  1,000000 0,000720 0,046319 0,745784

para larvas de abejas puede llegar hasta un 14% (Fukuda & Sakagami,
1968), y teniendo en cuenta los porcentajes de mortalidad encontrados en
este ensayo (Anexo de Tablas, Tabla 7 y Figura 3), se ve claramente que la
oxitetraciclina presentd la mayor toxicidad de las drogas testeadas
(promedio 17,2 % % 1.5) superando incluso la mortandad larval normal,
diferenciandose claramente de los tratamientos testigos, lincomicina y

tilosina.
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Tabla 7: Porcentajes de mortandad larval para los distintos tratamientos y las distintas
Inspecciones en los ensayos de campo.

Mortandad (%) Mortandad (%)  Mortandad (%)
Colmena | Tratamiento| 1°-2° Inspeccion  2°-3° Inspeccién  1°-3° Inspeccién
3 Testigo paper 10.3% 0.8% 11.1%
13 Testigo paper 11.8% 0.0% 11.8%
32 Testigo paper 7.4% 0.0% 7.4%
6 Oxitetraciclina 16.2% 0.0% 16.2%
16 Oxitetraciclina 16.2% 0.0% 16.2%
34 Oxitetraciclina 19.1% 1.8% 20.9%
8 Tilmicosina 13.2% 0.0% 13.2%
22 Tilmicosina 13.2% 1.7% 14.9%
33 Tilmicosina 14.0% 0.0% 14.0%
12 Tilosina 10.3% 0.8% 11.1%
20 Tilosina 13.2% 0.0% 13.2%
36 Tilosina 8.8% 0.0% 8.8%
15 Lincomicina 11.8% 0.0% 11.8%
17 Lincomicina 10.3% 0.0% 10.3%
35 Lincomicina 8.8% 0.8% 9.6%
25 Testigo candy 10.3% 0.0% 10.3%
9 Testigo candy 8.8% 0.0% 8.8%
37 Testigo candy 11.8% 0.0% 11.8%

En el caso de la oxitetraciclina se encontraron resultados similares
demostrando toxicidad larval (Pettis et a/., 2004; Peng et al, 1992). Estos
ultimos observaron que dosis superiores a 0,0025% (rango que incluye la
dosis propuesta por Terramicina® y aprobada para el uso a campo en EUA
(correspondiente a 0,025ug/mg alimento larval)) producian retardo en el

desarrollo larval, y manchas pigmentarias en los Ultimos estadios larvales.
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Figura 3: Porcentajes de mortalidad larval mostrando el promedio de los tratamientos y los

desvios estandares.

El tratamiento tilmicosina generd diferencias significativas (p < 0,05)
(Zar, 1998) con respecto a los tratamientos testigo y lincomicina por una
parte (tratamientos menos toxicos) y con el tratamiento oxitetraciclina el
cual resulté téxico para las larvas (Figura 3). La tilmicosina no presento
diferencias significativas con respecto a la tilosina, siendo ambos productos
levemente mas toxico que los testigos y la lincomicina, aunque dentro de los

parametros de normalidad propuestos por Fukuda & Sakagami (1968).

El tratamiento tilosina presentd diferencias muy altamente
significativas (p < 0,001), con la oxitetraciclina, en tanto que no se
diferencié de los tratamientos testigos, lincomicina y tilmicosina; ademas se
encuentra por debajo del 14% de mortalidad natural. Resultados similares,

mostrando baja o nula toxicidad, fueron encontrados por Pettis et a/ (2004)
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y Elzen et a/ (2002), aunque usando el espolvoreado como modo de

aplicacion (Peng et al, 1996).

Los tratamientos testigos y lincomicina presentaron diferencias muy
altamente significativas con el tratamiento oxitetraciclina (p < <0,001), y
diferencias significativas (p < 0,05) con la tilmicosina pero no se
diferenciaron entre si, demostrando que el tratamiento lincomicina fue el
menos toxico para larvas de abejas entre las cuatro drogas probadas.
Resultados de baja toxicidad larval fueron encontrados por Fedlaufer et a/
(2001) y Pettis et a/(2004).

Finalmente, la mortandad que existid entre la 2° y la 3° Inspeccidn
promedio para cada tratamiento, fue inferior a la tasa normal de mortandad
para cria operculada que es del 1% (Fukuda & Sakagami, 1968) (Anexo de
Tablas, Tabla 7), lo que demuestra que la presencia de cria operculada es

un indicador de buena sanidad en la colonia.

En este trabajo se descartaron las aplicaciones en forma de jarabe,
ya que algunas drogas en medio liquido son muy inestable, particularmente
para el caso de la oxitetraciclina (Ratnieks, 1992). El patty tampoco se usd
como forma de aplicacion ya que debido a sus ingredientes (2 partes de
azUcar + 1 parte de aceite vegetal + la cantidad adecuada de droga) puede
permanecer hasta 11 semanas 0 mas en las colmenas conteniendo en su
interior la droga activa, por ejemplo oxitetraciclina (Gilliam & Argauer,
1975). El hecho que la droga se encuentre activa en la colmena durante casi
tres meses genera la posibilidad de producir residuos en cera 6 en miel,
ademas de originar una alta presidn de seleccion hacia los genotipos

resistentes a la droga en cuestion (Elzen et a/, 2002). Finalmente tampoco
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se eligid el espolvoreado semanal durante 4 a 7 semanas (Garcia Girou,
2003), ya que no sblo no resultd 100% efectivo a campo (Wilson et a/,
1971) sino que, se corre el riesgo que los tratamientos no se terminen
generando sub-dosificacién (problema importante en la Apicultura Argentina
(Albo, Com. Pers.) y que conllevan a la seleccion de genotipos resistentes a
la droga en uso. El uso de los sobres o candies en una Unica aplicacién

elude la necesidad de asistir semanalmente al campo.
3. Conclusiones:

La técnica puesta a punto en esta tesis para determinar la toxicidad
larval a campo resultd efectiva y permitié determinar claramente diferencias

estadisticamente significativas entre las drogas testeadas.

Sélo el tratamiento oxitetraciclina presentd mortandad larval superior
a la normal, demostrando demostrando que resulta toxico para larvas de
abejas, no solo en la forma de aplicacion propuesta en este trabajo (paper-
pack), sino también por espolvoreado directo sobre las larvas (Pettis et a/,

2004), o via sistémica a través del alimento (Peng et a/, 1992).

Los otros tres ATB probados (tilmicosina, tilosina y lincomicina) no
resultaron téxicos para las larvas de abejas. A pesar de ello, podemos inferir
que la tilmicosina resulta la droga con el porcentaje mas alto de toxicidad
dentro de los parametros normales, mientras que la lincomicina tuvo niveles

de mortandad similares a los testigos.
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CAPITULO 5

Efectividad a campo de los antibioticos para el control de loque

americana

1. Materiales y Métodos:

Se evalud la efectividad de tilosina, tilmicosina, oxitetraciclina y lincomicina
para el control de la loque americana en colmenas inoculadas artificialmente con
esporas de Paenibacillus larvae (cepa de Origen Chascomus (PL33), sin resistencia
a tetraciclinas y con fingerprint A) como en Alippi et a/ 2005. El ensayo se
desarrolld en el campo que la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (UNLP)
posee en 63 y 119, La Plata (35° latitud Sur, 57° longitud Oeste), Provincia de

Buenos Aires, Argentina.

1. 1 - MATERIAL VIVO: Para el ensayo se emplearon 30 colonias de abejas
meliferas de raza italiana (Apis melifera ligustica L.) desarrolladas a partir de
paquetes de abejas. Las reinas eran nuevas y de la misma edad, marcadas
y con las alas cortadas para evitar el abandono de la colonia (Alippi et al.
1999). Todas las colmenas fueron curadas con CUMAVAR ® para controlar
al acaro Varroa destructor durante el mes de Febrero de 2005. Las colonias
fueron estandarizadas para lo cual se les realizd un test de capacidad de
limpieza de acuerdo con la técnica de Message modificada (Palacio et al,
1996; Rothembuhler, 1964). Este test clasifica a las colonias de acuerdo a la
capacidad que tienen las obreras de identificar y desopercular las celdas
para posteriormente remover la cria muerta de su interior. Los resultados
del Test de capacidad de limpieza determinaron que 8 colmenas tenian
capacidad de limpieza (Comportamiento Higiénico Total (CHT > 80%)),
mientras que las 22 colmenas restantes no tenian capacidad de limpieza
(CHT < 80%) (Palacio et a/, 1996). Uno de los objetivos de este trabajo fue
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determinar la efectividad de 4 ATB a campo, de forma tal que para ver el
efecto real de las drogas probadas a campo, y sabiendo que la presencia de
Comportamiento Higiénico en las colmenas esta relacionado con la
resistencia natural a las enfermedades de la cria (Message & Gongalves,
1977; Gilliam et a/, 1989) se eligieron las colmenas con baja capacidad de
limpieza para probar las drogas ya que cualquier recuperacién notoria en la
colmena definitivamente es producto de la droga. Dejandose para los

controles las colmenas con Comportamiento Higiénico.

Al inicio del ensayo las colonias fueron nuevamente estandarizadas y
ninguna presentaba sintomas clinicos de enfermedades. Todas contaban
con 18.000 abejas adultas, 5 cuadros de cria (3 cuadros de cria operculada
y 2 de cria abierta), 2 cuadros con miel y polen y 3 cuadros de cera
estampada. Las colonias fueron distribuidas en el lote experimental de

forma completamente aleatoria.

1. 2 - INOCULACION ARTIFICIAL: La inoculacién artificial se llevd a cabo el
06/04/05 de acuerdo a lo descrito por Alippi y col. (1999) con
modificaciones. Todas las colmenas se inocularon por insercion en el cuadro
de cria central, de un rectangulo de 10 X 20 cm de panales provenientes de
colmenas con sintomas de loque americana caracterizados con grados 4 6 5
(Alippi et al., 2005) (opérculos hundidos y grasientos, material viscoso 6
escamas). Cada rectangulo contenia 35 (+ 5) escamas y/o material viscoso.
La cepa de Paenibacillus larvae utilizada para inocular el apiario fue de

origen La Plata.

1. 3. — TRATAMIENTOS, MODO DE APLICACION y DOSIS USADAS: la
cantidad de droga correspondiente al tratamiento completo para cada

colmena se aplicd sobre los cabezales de los cuadros de la zona cria (Foto
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4) en sobres cribados (Oxitetraciclina, Tilosina, Lincomicina y Testigo sobres

(solo azucar) 6 candies cribados (Tilmicosina y Testigo candy) de acuerdo a

lo explicado en el capitulo 3.

Foto 4: Aplicacion de un paper-pack Testigo en una colmena.

Las dosis usadas para los tratamientos se calculd en base a resultados de
sensibilidad /n wvitro, toxicidad larval, toxicidad de adultos, experiencias
previas, tiempo de recurrencia de la enfermedad en estudios previos y
tamano de las colmenas. Basicamente, a partir de los valores de punto de
corte que ya existen o los propuestos en esta tesis (valor de CIM calculada
en el Capitulo 1) logrado /in vitro y teniendo en cuenta que para que el ATB
sea activa /n vivo debe superar en los fluidos bioldgicos como minimo 4
veces la CIM + una zona de seguridad (Lorian, 1985), se procedié de a

siguiente manera para calcular la dosis de campo a usar:
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Punto de corte ATB X Zona de seguridad X 18.000 abejas adultas (de

acuerdo al numero de abejas del ensayo) = Dosis de campo a usar

Lincomicina, se multiplico el punto de corte por 14 (4 veces la CIM + una

zona de seguridad).

Tilosina, se multiplico el punto de corte por 28 (4 veces la CIM + una zona

de seguridad).

Tilmicosina, se multiplico el punto de corte por 28 (4 veces la CIM + una

zona de seguridad).

Oxitetraciclina, se multiplico el punto de corte por 17 (4 veces la CIM + una

zona de seguridad).

Los tratamientos resultantes fueron:

Tratamientos en sobres:

v

Tratamiento A Testigo sobre (45 gr. de sacarosa + 5 gr. de gelatina de
cereza)

Tratamiento B (1,25g de oxitetraciclina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5 gr.
de gelatina de cereza)

Tratamiento C (1g de lincomicina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5 gr. de
gelatina de cereza)

Tratamiento D (1g de tilosina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5 gr. de

gelatina de cereza)

Tratamientos en candy:

v’ Tratamiento E (1g de tilmicosina (p.a.) + 45 gr. de sacarosa + 5 gr. de

gelatina de cereza + agua destilada)
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v’ Tratamiento F Testigo Candy (45 gr. de sacarosa + 5 gr. de gelatina de

cereza + agua destilada)

Particularmente para los consumos de sobres y candies solo de registro
la presencia o ausencia de ellos en las primeras 4 (cuatro) inspecciones, ya
que el objetivo era que se consumieron dentro de este periodo (entre tres y

cuatro semanas).

De consumirse mas rapido, la posologia se asemejaria al espolvoreado el
cual ya fue probado y en algunos casos, como la oxitetraciclina, no fue
totalmente efectivo (Wilson et a/, 1971). De perdurar el ATB activo mas de
cuatro semanas se correria el riesgo de generar residuos en miel y cera o de

seleccionar cepas resistentes a las drogas usadas (Elzen et a/, 2002).

Los tratamientos se aplicaron el 16 de Mayo de 2005, en todas las
colmenas existian claramente sintomas clinicos de la enfermedad. Teniendo
en cuenta que los sobres o candies debian consumirse en un tiempo maximo
de cuatro semanas, el periodo de carencia minimo estimada de la zona seria
de 120 dias. Asimismo se eligid el tratamiento otofial en vez de un
tratamiento primaveral, ya que en esta época del afio no existe un flujo
importante de néctar, de forma tal que no existe acopio de néctar en celdas
ni tampoco se produce el labrado de panales, evitando de esta forma la

presencia de residuos de antibidticos en miel o cera.

1. 4 — RELEVAMIENTO A CAMPO DE LOS DATOS: Las inspecciones de campo
comenzaron 45 dias post-inoculacion, tiempo necesario para que la
enfermedad se desarrolle en las colmenas inoculadas. Ademas este periodo
de tiempo es el adecuado para que la enfermedad se disemine dentro de un

colmenar producto de la deriva de abejas (Ratnieks, 1992).



Capitulo 5. Efectividad a campo de los antibiéticos para el control de loque americana.

Las inspecciones se realizaron a intervalos quincenales, y en cada inspeccion
se relevaron datos poblacionales (cuadros de cria de abejas, cuadros de
abejas, presencia de reina), datos nutricionales (cuadros de miel y polen) y
datos sanitarios (conteo total de escamas, material viscoso y opérculos
hundidos de todos los cuadros de cria de las colmenas en estudio y/o
presencia de otra enfermedad). Los niveles de infeccion de loque americana

se determinaron siguiendo la siguiente escala ordinal (Alippi et a/, 2005):

0 — sin sintomas visibles de loque americana

1 - 1-10 escamas, material viscoso y/u opérculos hundidos
2 - 11-30 escamas, material viscoso y/u opérculos hundidos
3 - 31-99 escamas, material viscoso y/u opérculos hundidos
4 - > 100 escamas, material viscoso y/u opérculos hundidos
5 — Recambio de reina debido a la loque americana.

6 — Muerte de la colmena debido a la loque americana.

1. 5 - ANALISIS ESTADISTICO: Se realizd un andlisis de varianza no
paramétrico a través del Test de Kruskal-Wallis para explorar la presencia de
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos (p < 0,05) en
tres momentos del ensayo: 1° Inspeccion (comienzo del ensayo), 5°
Inspeccion (mitad del ensayo) y 10° Inspeccidon (Final del ensayo). En los
casos en donde existieron diferencias significativas se empled el Test de

Nemenyi modificado (Zar, 1998) para realizar comparaciones.

2. Resultados y Discusion:

Todos los tratamientos, incluidos los controles, fueron consumidos en el término
de 20 a 31 dias, particularmente los tratamientos realizados bajo la forma de

candy (tilmicosina y su control), fueron los que mas tardaron en consumirse (26
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dias promedio para el control y 31 dias promedio para la tilmicosina). Es
importante remarcar que el consumo que se observd en este ensayo estuvo
caracterizado por el tamafio de la poblacion en estudio, la época del afio
(otofio), y la adecuada presencia de reservas al momento de aplicar los
productos a probar en este ensayo. Colonias mas grandes, diferente época del
afo (primavera o verano) y/o la ausencia de reservas alimenticias puede

devenir en un mayor o menor consumo de los sobres o candies.

Todos los tratamientos resultaron efectivos en controlar la enfermedad
(Figura 8). Promediando el ensayo (5° Inspeccién que se corresponde con los
60 dias de iniciados los tratamientos) todas las colmenas de los tratamientos
tilosina, tilmicosina y oxitetraciclina no presentaban sintomas de la enfermedad.
Mientras que cuatro de las cinco colmenas de lincomicina no presentaban
sintomas de la enfermedad y la restante presentaba un nivel de infeccion 2
(dos) (Figura 9). Hacia el final el ensayo (10° Inspeccién que se corresponde
aproximadamente con los 120 dias de iniciados los tratamientos) ninguna de las
colmenas de los cuatro tratamientos presentaban sintomas de la enfermedad,
mientras que cinco de las diez colmenas usadas como control habian muerto
por causa de la enfermedad (Figura 10), a pesar que tres de ellas tenian

comportamiento higiénico superior al 80%.
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Evolucion de la enfermedad (mediana)

Escala de
enfermedad

@ Testigo paper-pack
@ Oxitetraciclina 0

OLincomicina .
O Tilosina - h : .
m Tilmicosina R T :
@ Testigo candy Inspecciones

10* revision

Figura 8: Evolucion de la enfermedad (medianas) a lo largo de las 10 Inspecciones realizadas.

El test de Kruskal-Wallis no arrojo diferencias estadisticamente significativas
en la 1° Inspeccidn (df = 5; p = 0,5380), pero si para la 5° Inspecciéon donde ya
existen diferencias estadisticamente entre los tratamientos (df = 5; p =0,0001). El
Test de comparaciones multiples de Nemenyi modificado (Zar, 1998)) mostré a los
Tratamientos A (Testigo sobre) y Tratamientos F (Testigo candy) iguales
entre si y distintos al resto de los tratamientos, demostrando la efectividad de las
drogas probadas. Finalmente en la 10° Inspeccidn siguen existiendo diferencias
significativas entre tratamientos (df = 5; p < 0,00001), y las posteriores
comparaciones multiples muestran a los Tratamientos A (Testigo sobre) y
Tratamientos F (Testigo candy) iguales entre si y distintos al resto de los
tratamientos, corroborando la efectividad de los ATB probadas (Anexo de Tablas,
Tabla 8).
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Tabla 8: Tabla que muestra los valores usados y los resultados del Test de Nemenyi modificado.

Comparaciéon SE Q Q (0,05; ,3) Conclusion
avsb 219,841 3,730 2,472 Rechazo HO
avsd 219,841 3,730 2,472 Rechazo HO
avse 219,841 3,730 2,472 Rechazo HO
avsc 219,841 3,230 2,472 Rechazo HO
avsf 219,841 0,455 2,472 Acepto HO

% fvsb 219,841 3,275 2,472 Rechazo HO
g fvsd 219,841 3,275 2,472 Rechazo HO
3 fvde 219,841 3,275 2,472 Rechazo HO
8_ fvsc 219,841 2,775 2,472 Rechazo HO
=1 cvsb 219,841 0,500 2,472 Acepto HO
cvsd 219,841 0,500 2,472 Acepto HO
cvse 219,841 0,500 2,472 Acepto HO
evsb 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
evsd 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
dvshb 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
avsh 219,841 3,434 2,472 Rechazo HO
avsc 219,841 3,434 2,472 Rechazo HO
avsd 219,841 3,434 2,472 Rechazo HO
avse 219,841 3,434 2,472 Rechazo HO
avsf 219,841 0,045 2,472 Acepto HO
- fvsb 219,841 3,389 2,472 Rechazo HO
< fvsc 219,841 3,389 2,472 Rechazo HO
g fvsd 219,841 3,389 2,472 Rechazo HO
5 fvse 219,841 3,389 2,472 Rechazo HO
% evsb 219,841 0,000 2472 Acepto HO
> evsc 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
evsd 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
dvshb 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
dvsc 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
cvsb 219,841 0,000 2,472 Acepto HO
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Como queda claramente representado en la Figura 8, todos los tratamientos

probados en este trabajo fueron efectivos en controlar la enfermedad a campo.

Boxplot by Group
Variable: enfer

8 3 -
=t
@
2 L
a .
o
0 _ _—
2 1
> =) Mean
- +
A B C D E F L +sD

T~ +1.96*sSD

niv fact
Figura 9: Medias y desvios estandar de los 6 tratamientos en la 5° Inspeccion. Tratamientos A
(Testigo sobre), Tratamiento B (oxitetraciclina), Tratamiento C (lincomicina), Tratamiento D
(tilosina), Tratamiento E (tilmicosina), Tratamiento F(Testigo Candy).

Boxplot by Group
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Figura 10: Medias y desvios estandar de los 6 tratamientos en la 10° Inspeccion. Tratamientos
A (Testigo sobre), Tratamiento B (oxitetraciclina), Tratamiento C (lincomicina), Tratamiento

D (tilosina), Tratamiento E (tiimicosina), Tratamiento F (Testigo Candy).

Esta conclusion se desprende del hecho que para la 5° Inspeccion, 19 de las
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20 colmenas tratadas con antibidticos carecian de sintomas clinicos de la
enfermedad (sdlo una colmena del tratamiento lincomicina presentaba un nivel de
infeccion 2 (dos)). A partir de la 6° Inspeccion y hasta la 10° Inspeccidon ninguna
de las 20 colmenas tratadas y recuperadas volvié a mostrar sintomas clinicos de la
enfermedad. Mas aln, 180 dias post-tratamiento se testearon las colmenas con el

fin de relevar la sanidad de las mismas sin encontrar sintomas de loque americana.

Los tratamientos tilosina y tilmicosina (ambos del grupo de los macrolidos)
presentaron el mismo tipo de evolucién al momento de controlar la enfermedad a
campo mostrando un descenso de los niveles de infeccidén en todas las colmenas
de la 3° a la 5° Inspeccion. Este hecho muestra claramente que estos ATB son
realmente efectivos para controlar la enfermedad a campo. Por otra parte, los 2
excipientes utilizados (sobre y candy) en los tratamientos tilosina y tilmicosina
respectivamente, no aportaron diferencias en el comportamiento de los mismos.
Asimismo, el uso de estos macrolidos a las dosis y con los excipientes propuestos
aseguran la ausencia de recurrencia por seis meses, segun lo observado en este

ensayo.

La efectividad que mostré el macrolido tilosina concuerda con otros
investigadores empleando otras formas de aplicacién, como Hitchcock y col.
(1970) quienes aplicaron tilosina en forma de espolvoreado sobre los cabezales de
los cuadros de cria; Moffet y col. (1970) vehiculizaron la tilosina en jarabe; Peng y
col. (1996) usando 200 mg de tilosina durante 4 semanas eliminaban los sintomas
de la enfermedad hasta 7 semanas post-tratamiento. Estos Ultimos observaron que
las abejas eran renuentes a consumir 800 mg. de tilosina en 7 gr. de azucar. En
este ensayo no hubo problemas de aceptacién, de forma similar Alippi y col.
(1999) cambiando el tipo de excipiente tampoco observaron inconvenientes en el
consumo de 750 mg. de tilosina. Asimismo, Alippi et a/ (1999, 2005) demostraron
que usando 1,5 gr. de tilosina no encuentran recurrencia hasta 1 ano post-

tratamiento. Elzen et a/ (2002a, b) espolvoreando 200 o 400 mg de tilosina sobre
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los cabezales de los cuadros de cria observaron ausencia de sintomas clinicos de la
enfermedad entre 15 y 45 dias post-tratamientos sin recurrencia hasta 150 dias
post-tratamientos. Finalmente Pettis & Fedlaufer (2005) eliminaron los sintomas de
la enfermedad usando 600 mg de tilosna por colmena, pero no definieron cual era

el tiempo en que esa dosis protegia a la colmena.

Recientemente SENASA aprobd la tilosina para su uso en abejas

(www.alimentosargentino.gov.ar/apicola, Abril 2005), pero aun no se comercializa

en nuestro pais. Paralelamente se aprobd el uso de tilosina en EUA a una dosis de

200 mg durante tres semanas (Federal Register, 2005).

Cabe destacar que la tilmicosina a pesar de ser el antimicrobiano de mayor
uso en veterinaria (NCCLS, 2002), no habia sido probado para el control de loque
americana a nivel mundial. En este trabajo se encontré una excelente efectividad a

campo.

La lincosamida (Lincomicina) pudo controlar totalmente la enfermedad a
partir de los 75 dias y hasta los 150 dias. Fedlaufer et a/ (2001) y Pettis &
Fedlaufer (2005) llegaron a conclusiones similares usando 600 mg de lincomicina,

pero evaluaron la recurrencia hasta 60 dias post-tratamiento.

La Okxitetraciclina mostré en los ensayos de campo una muy buena
efectividad, a partir de la 1° Inspeccion la cantidad de sintomas presentes en las
colmenas desciende bruscamente hasta llegar a desaparecer definitivamente en la
5° Inspeccion. Resultados similares encontraron Alippi y col. (1999). A pesar de
este excelente resultado a campo es importante recordar que para este ensayo, y
por razones de seguridad, se trabajdo con una cepa de Paenibacillus larvae
susceptible a la oxitetraciclina, pero ya existen reportes de cepas resistentes a la
oxitetraciclina en Argentina, EUA y Canada (Alippi, 2000; Colter, 2000; Evans,
2003; Miyagi et a/, 2000).
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3. Conclusiones:

Todos los ATB ensayados en esta tesis resultaron efectivos para el control

de la enfermedad a campo a las dosis y en las formas de aplicacién probadas.

Para todos los ATB seria imprescindible determinar la MPC para poder
definir la menor dosis a usar de forma tal que no solo sea efectiva a campo, sino
que también evite la selecciéon de mutantes resistentes con todos los problemas
que esto trae aparejado para una enfermedad endémica como lo es la loque

americana.
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Capitulo 6

Consideraciones finales y Conclusiones

El objetivo central de esta tesis fue la evaluacion integral de los antibidticos
oxitetraciclina, tilosina, tilmicosina y lincosamina para el control de loque

americana.

Si bien la mayoria de los problemas sanitarios de la abeja melifera se
controlan con “Normas de Manejo Integrado”, el empleo de antibidticos sigue
siendo fundamental para un efectivo control de las enfermedades bacterianas, en
particular, aquellas causadas por patdgenos esporulados como es el caso de

Paenibacillus larvae, agente causal de la loque americana.

La utilizacion exclusiva de quimicos como Unica forma de control, tampoco
corrige el problema, no obstante, el uso de los mismos junto con otras practicas de
manejo (paqueteado o cepillado de abejas o, incluso en caso de infecciones
incipientes raleado de cuadros) resulta en una mayor eficiencia. Por otra parte, el
grupo trabajo que dirige la Ing. Alippi y del cual formo parte, tiene una basta
experiencia en el uso de aceites esenciales para el control de loque americana. A
pesar de mostrar una alta efectividad /7 vitro nunca presentd efectividad a campo

a las dosis y con la posologia probada.

La aplicacion de oxitetraciclina (como clorhidrato) es el tratamiento mas
difundido localmente en los apiarios afectados por loque americana,
particularmente debido a su vida media corta lo cual implica una baja residualidad

en miel.

Los resultados obtenidos en esta tesis demostraron que la oxitetraciclina es

efectiva para controlar la enfermedad, pero paralelamente es tdxica para las larvas
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a las dosis recomendadas. El valor de LD50 obtenido para el caso de las abejas

adultas resultdé muy cercano al limite impuesto para compuestos tdxicos, de modo

que una mala dosificacion a campo podria facilmente resultar en toxicidad para

adultas.

Adicionalmente, se han encontrado casos de resistencia a las tetraciclinas

en las poblaciones naturales de Paenibacillus larvae de distintos origenes

geograficos. Entre los posibles factores de resistencia se incluyen:

Sub-dosificacion a campo, producto de la "cura preventiva” usada por los
apicultores, particularmente en la Argentina (Ing. Agr. Raul Pérez, Com.
Pers.) donde se emplea la mitad del principio activo necesario para
controlar a la enfermedad (un problema cuya posible solucion
comenzaria con la capacitacién de asesores apicolas (drogas aprobabas,
formas de aplicacién, residualidad de las mismas, etc.) junto a un rol
mas protagonista por parte del estado a través de asesorias y
capacitaciones gratuitas a los asesores que se encuentran en relacion

directa con los productores).

La tetraciclina era la Unica droga aprobada mundialmente para controlar
la loque americana hasta el ano 2005, lo que pudo generar una

importante presion de seleccidn hacia cepas resistentes.

En la dltima década han aparecido nuevas pestes que afectan a las
colmenas generando un debilitamiento de las mismas. Por ello se
requiere un mayor nimero de tratamientos para mantener una correcta
sanidad, favoreciendo de esta forma la posibilidad de generar cepas

resistentes.
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Por estas razones, creimos conveniente evaluar antibidticos alternativos para el

control de la enfermedad los cuales habian mostrado un muy buen
comportamiento /n vitro, incluyendo el control de cepas bacterianas resistentes a

oxitetraciclina.

Tanto tilosina, como lincomicina y tilmicosina resultaron altamente eficientes en
eliminar los sintomas clinicos de logque americana en colmenas inoculadas

artificialmente y no presentaron toxicidad para larvas ni para adultas.

Restaria determinar, para lincomicina y tilmicosina, los valores de vida media
en miel, polen, jalea real y ceras, dado que sélo hay datos para el caso de tilosina,
la cual, pese a presentar una altisima efectividad en colmenas y nula toxicidad
para adultas y larvas genera una mayor residualidad de productos de degradacién
intermedia en miel. Asimismo, es menester destacar que potenciales disbalances
en la flora nativa de las abejas, la reduccion de la vida media, o la reduccion de la
produccion de miel, son parametros que deberian ser estudiados con el fin de

realizar un estudio mas abarcativo del uso de antibidticos en colmenas.

Con el proposito de evitar la presencia de residuos de antibidticos en mieles, se
corre el riesgo de la sub-dosificacién a campo por parte de los productores, lo cual
haria que las dosis empleadas cayeran dentro de la ventana de seleccién de
mutantes, de forma tal que esta solucion se transformaria en un grave problema a
corto plazo. Seria conveniente profundizar estos estudios para encontrar la
Concentracion Selectora de Mutantes /in vitroy asi determinar las dosis adecuadas
a campo. Cabe destacar que la aparicién de resistencia es un hecho inevitable;
para el caso particular de la resistencia transmitida via vertical, una aproximacién a
este valor puede calcularse a través de la determinacién de la Ventana de
Seleccion de Mutantes Pero para la resistencia transmitida via horizontal es algo

que no se puede calcular ni predecir.
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Creemos importante resumir las caracteristicas de la apicultura Argentina:

e Medianos y grandes productores que se dedican a apicultura trashumante.

e Pequefios productores distribuidos en 21 de las 23 provincias del pais.

e Una historia de multiplicacién de material vivo sin control sanitario.

e Empleo de oxitetraciclina para el control de otra enfermedad bacteriana, la
loque europea a partir de su introduccion en la década del 60.

e 17 afos desde la introduccion de loque americana a nuestro pais y 7 afos

de la primera deteccion de la resistencia de A. /arvae a la oxitetraciclina.

Lo antedicho, describe un panorama de dispersion del patdgeno que hace
impensable el manejo de la enfermedad sin el uso complementario y estratégico

de antibioticos.

Por otra parte, la reciente postura de la Comunidad Econdmica Europea (CEE)
de exigir tolerancia cero de residuos de antibidticos en miel, hace imperioso el
correcto uso de los mismos. No obstante este tipo de requisitos muchas veces no
esta relacionado con potenciales efectos en la salud humana sino mas bien con
aspectos econdmico, particularmente los Limites Maximos Permitidos (LMR) para
las drogas en estudio tienen un valor oficial, en tanto que estos mismos LMR de las
Unicas drogas a probadas para su uso en apicultura son, paraddjicamente entre 3
(oxitetraciclina 100 pg/Kg para alimentos y 30 ug/Kg para miel) y 10 (tilosina 100
ug/Kg para alimentos y 10 pug/Kg para miel) veces menores. Esto es realmente
llamativo, ya que el consumo de miel/persona/ano es muy bajo (nunca mayor a 4

Kg/persona/aino, www.alimentosargentinos.gov.ar/apicola) por lo que aqui se

considera que los limites impuestos de residuos en miel deberian encuadrase

dentro de otra situacion global.
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Los paises con una apicultura desarrollada, como Argentina y EUA, deben

garantizar la continuidad y el desarrollo de esta importante actividad agropecuaria

para que siga generando divisas.

Se debe desmitificar el empleo de antibidticos en colmenas mediante el uso
racional de los mismos respetando los parametros de seguridad adecuados, como
ocurre en medicina humana y veterinaria. El uso racional de antibidticos
minimizaria los efectos potencialmente nocivos que pudieran tener en humanos los
residuos de antibidticos son: Efectos en la microbiota intestinal humana
debidos a:1- Madificacién en la actividad metabdlica de la microbiota, 2- Cambios
en la poblacién bacteriana, 3- Seleccion artificial de bacterias resistentes y 4-
Alteracién del efecto barrera. (Sundlof et a/, 2000; Perrin-Guyomard et a/., 2001),
o las Reacciones de Hipersensabilidad: 1- Hipersensibilidad a drogas, 2-
Alergias a drogas que van desde rush cutaneos hasta shock anafilacticos Sundlof
et al., 2000.)

A continuacion se transcriben las principales conclusiones de este trabajo de
tesis que estudid la efectividad de distintos antibidticos para el control de la loque

americana, una de las enfermedades mas graves que afectan a las abejas.

Conclusiones:

v El medio MYPGP resultd altamente efectivo para determinar la
sensibilidad/resistencia de P. /arvae frente a los antibidticos tilosina,
tilmicosina, oxitetraciclina y lincomicina porque permitié el crecimiento
optimo de esta especie y los controles de calidad se ajustaron a los

parametros propuestos.
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v' Se proponen las siguientes cargas de discos:

» Tetraciclina: 5 ug
» Tilosina: 15 pg
» Tilmicosina: 15 ug

= Lincomicina: 15 g

v' Se propone el siguiente standard para interpretacién de los discos:

= Tetraciclina: sensible > 19 mm ; Intermedio 15-18 y resistente < 14
» Tilosina: sensible > 14 mm; Intermedio 11-13 y resistente < 10
» Tilmicosina: sensible > 14 mm; Intermedio 11-13 y resistente < 10

= Lincomicina: sensible > 21 mm; Intermedio 15-20 y resistente < 14

v Se proponen los siguientes puntos de corte epidemioldgicos para las CIM:

= Tetraciclina: sensible < 4 pug/ml y resistente > 16 p/ml
= Tilosina: sensible < 2 pg/ml y resistente > 8 py/ml
» Tilmicosina: sensible < 2 pg/ml y resistente > 8 py/ml

* Lincomicina: sensible < 4 pg/ml y resistente > 16 p/ml

v Ninguno de los ATB evaluados resultd toxico para abejas adultas; tanto
tilosina, como tilmicosina y lincomicina resultaron virtualmente atdxicos. En
el caso de oxitetraciclina los valores de LD50 obtenidos fueron préximos al
limite de compuestos tdxicos, de modo que un minimo error en la

dosificacion a campo puede resultar en toxicidad para abejas adultas.

v La técnica puesta a punto en esta tesis para determinar la toxicidad larval
de los ATB resulto satisfactoria y permitié determinar claramente diferencias

estadisticamente significativas.
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v' Solo el tratamiento oxitetraciclina presentd una mortandad larval superior a
la normal, lo cual demuestra que resulta toxico. Tilmicosina, tilosina y
lincomicina por el contrario no resultaron toxicos para las larvas, aunque de
los tres, la tilmicosina presentd un mayor porcentaje de toxicidad dentro de
los parametros normales y la lincomicina tuvo los niveles de mortandad mas

bajos.

v Todos los antibidticos ensayados en esta tesis resultaron efectivos para el
control de la enfermedad a campo a las dosis y en las formas de aplicacion

probadas.

v Los resultados de todos los ensayos con tilmicosina para el control de A.
/arvae, tanto in vitro como a campo y de toxicidad para abejas y larvas,

constituyen el primer registro a nivel mundial.

v Los resultados de todos los ensayos con lincomicina para el control de A.
/arvae, tanto in vitro como a campo y de toxicidad para abejas y larvas, son

inéditos para la Argentina.
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