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Sintesis

Sintesis

En los apiarios se presentan microorganismos patdégenos que provocan
enfermedades en las abejas. Una alternativa al uso de antibioticos es la aplicacion
de probioticos que prevengan las infecciones en las colmenas. La investigacion
tuvo como objetivo, evaluar el efecto antimicrobiano de un biopreparado probiético
obtenido a partir de Lactobacillus spp. procedentes del tracto digestivo de Melipona
beecheii B., para la prevencion de la Loque americana en Apis mellifera L. Se
realizd el aislamiento y seleccion de cepas con potencial probiotico, a partir del
tracto digestivo de M. beecheii, se formul6 y optimizé un nuevo medio de cultivo
para el crecimiento de Lactobacillus L31 (MCL31) y se determiné su estabilidad a
a 4°C y a temperatura ambiente, se comprobo in vitro la seguridad de aplicacion
del biopreparado obtenido en abejas adultas y por ultimo, se evaluo la actividad
antimicrobiana del biopreparado Lactobacillus L31 frente al patégeno Paenibacillus
larvae. Se demostréo que Lactobacillus L31 exhibia las mejores caracteristicas
como candidata a probiético. En el MCL31 se obtuvo una poblaciéon microbiana >12
Log UFC.mL!y una estabilidad de 90 dias a temperatura ambiente y refrigeracion.
Se evidencié la seguridad de aplicacion del biopreparado en abejas adultas con
aumento (p<0,001) de la supervivencia (76,48% vs 73,46% control). Lactobacillus
L31 mostré actividad antibacteriana in vitro frente a P. larvae, e in vivo, el
biopreparado probidtico aumentd (p<0,001) la tasa de supervivencia de las crias
infectadas (52,50 vs 4,50% control). Se obtiene un biopreparado con potencial

probidtico para la prevencion de P. larvae en A. mellifera.

Palabras claves: actividad antimicrobiana, Lactobacillus spp., Melipona beecheii B.,

Paenibacillus larvae, potencial probidtico.



Summary

Summary

Pathogenic microorganisms that cause diseases in bees are present in apiaries. An
alternative to the use of antibiotics is the application of probiotics to prevent
infections in hives. The objective of this research was to evaluate the antimicrobial
effect of a probiotic biopreparation obtained from Lactobacillus spp. from the
digestive tract of Melipona beecheii B., for the prevention of American foulbrood in
Apis mellifera L. The isolation and selection of strains with probiotic potential was
carried out, from the digestive tract of M. beecheii, a new culture medium for the
growth of Lactobacillus L31 (MCL31) was formulated and optimized and its stability
was determined at 4°C and at room temperature, the safety of application of the
biopreparation obtained in adult bees was verified in vitro and finally, the
antimicrobial activity of the Lactobacillus L31 biopreparation against the pathogen
Paenibacillus larvae was evaluated. Lactobacillus L31 was shown to exhibit the best
characteristics as a probiotic candidate. In MCL31, a microbial population >12 Log
CFU.mL* was obtained, along with 90 days of stability at room temperature and
under refrigeration. The safety of the biopreparation's application in adult bees was
demonstrated, with an increase (p<0.001) in survival (76.48% vs. 73.46% control).
Lactobacillus L31 showed antibacterial activity in vitro against P. larvae, and in vivo,
the probiotic biopreparation increased (p<0.001) the survival rate of infected brood
(52.50% vs. 4.50% control). A biopreparation with probiotic potential for the

prevention of P. larvae in A. mellifera was obtained.

Keywords: antimicrobial activity, Lactobacillus spp., Melipona beecheii B.,

Paenibacillus larvae, probiotic potential.
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INTRODUCCION

Las abejas son imprescindibles para el ciclo de vida en la tierra, pues son los
principales agentes polinizadores de los cultivos comerciales y la flora salvaje de
todo el mundo. Esta actividad asegura la biodiversidad, la salud de los ecosistemas
y contribuye a la produccion de alimentos en los sistemas agricolas (Arredondo et
al., 2018; Kim et al., 2024). De ellas también se puede obtener la miel y otros
productos apicolas que se emplean en la industria alimentaria, cosmética y la

medicina tradicional (Torres-Moreno et al., 2021).

Actualmente, las abejas se enfrentan a numerosos desafios como el cambio
climatico, la destruccién de sus habitats, la exposicion a pesticidas, presencia de
especies invasoras, ademas de la afectacién por numerosos agentes patégenos
gue pueden deteriorar su salud y supervivencia. Las enfermedades mas frecuentes
detectadas en las colmenas son la varoosis causada por el acaro Varroa destructor,
la Loque americana (LA) provocada por la bacteria Paenibacillus larvae, la Loque
europea y su agente causal Melissococcus plutonius, la nosemosis producida por el
microsporidio Nosema ceranae, la presencia del pequefio escarabajo de la colmena
(Aethina tumida), diferentes virus ARN, entre otras infecciones (Arredondo et al.,
2018; Daisley et al., 2020a).

La aplicacion de antibidticos y acaricidas sintéticos para contrarrestar o minimizar
estas enfermedades es una practica limitada en muchos paises, debido a las
desventajas que poseen. Se conoce que estos tratamientos pueden causar un
desbalance en la homeostasis entérica de estos insectos, lo que afecta su
metabolismo y la respuesta inmune. Ademas, se estimula la apariciéon de genes de
resistencia en microorganismos patdgenos y la presencia de residuos de estas
sustancias en los productos apicolas, lo cual constituye una amenaza para la salud

humana (Hernandez-Garcia et al., 2021).

Ante esta problematica, las investigaciones se centran en encontrar soluciones

innovadoras para mejorar la salud de las abejas como la aplicacion de probidticos,
1



Introduccion

microorganismos vivos que, al ser suministrados en cantidades adecuadas,
confieren beneficios para la salud del huésped (FAO/OMS, 2001). Estos aditivos
zootécnicos pueden inhibir el desarrollo de microorganismos patdégenos,
constituyen la primera barrera del sistema inmune, mejoran la digestibilidad de los

nutrientes y el rendimiento productivo de los animales (Molina, 2019).

Entre las bacterias que mas se emplean como probidticos se destacan las del
género Lactobacillus. Ellas se consideran microorganismos seguros, toleran las
condiciones acidas del tracto digestivo, pueden adherirse a las células del epitelio
intestinal y producen sustancias antimicrobianas que inhiben el crecimiento de
bacterias patogenas. Ademas, de forma natural colonizan el tracto digestivo de las

abejas meliferas (Dengiz et al., 2025).

La seleccion de microorganismos probioticos para abejas se basa en la utilizacion
de diferentes criterios como: alta capacidad de crecimiento y de adhesion a las
células intestinales, produccién de sustancias antimicrobianas, resistencia a altas
concentraciones de azucares e inhibicion de agentes patogenos in vitro como P.
larvae (Adzuan et al., 2022). La capacidad de inhibir a este microorganismo es muy
importante, pues es el causante de la enfermedad mas destructora para la cria de
las abejas (LA) y provoca la muerte de colonias enteras. La LA carece de un
tratamiento farmacolodgico eficaz, por lo que, cualquier estrategia de manejo

sanitario, incluidos los probidticos, debe priorizar su control (Arredondo et al., 2018).

En Cuba coexiste junto con Apis mellifera L. la abeja nativa Melipona beecheii B., la
cual constituye el ganado meliponicola del pais y se conoce como "abeja de la tierra"
(Loriga et al., 2015). Esta especie representa un reservorio inexplorado de
microorganismos con potencial probiético, debido a la poca informacién existente
sobre la composicién microbiana de su tracto digestivo. El aislamiento y seleccién
de lactobacilos con estas caracteristicas a partir de este ecosistema se
fundamenta por varias razones: M. beecheii posee un sistema inmunologico mas
resistente que A. mellifera y le permite responder de manera mas efectiva al ataque

2



Introduccion

de microorganismos patdgenos y parasitos, la miel que produce se reconoce por
sus propiedades antimicrobianas, tiene un comportamiento mas higiénico, lo cual
influye en la escasa incidencia de infecciones y la microbiota presente en ella le
permite adaptarse a diferentes condiciones ambientales y alimenticias (Fernandez-
Roblero et al., 2020; Adzuan et al., 2022; El-Didamony et al., 2024).

A partir de lo anteriormente planteado en la presente investigacion se declaré el

siguiente problema cientifico:

Problema cientifico

En los apiarios se presentan microorganismos patdgenos que provocan
enfermedades en las abejas. Entre estos se encuentra P. larvae, causante de la
Loque americana, una de las patologias mas devastadoras de las colmenas. En
la actualidad, la apicultura cubana no cuenta con aditivos probidticos que

prevengan de forma natural estas infecciones en las crias de A. mellifera.
Para dar respuesta a esta problematica se propuso la siguiente hipétesis cientifica:

La obtencion de un biopreparado probidtico con actividad antimicrobiana frente a
P. larvae, elaborado a partir de lactobacilos procedentes del tracto digestivo de M.
beecheii, constituira una alternativa viable para contrarrestar los efectos de la

Loque americana en las colmenas de A. mellifera.
Para aceptar o refutar la hipotesis se trazaron los siguientes objetivos:
Objetivo general

* Evaluar el efecto antimicrobiano de un biopreparado probiético, obtenido a
partir de Lactobacillus spp. procedentes del tracto digestivo de M. beecheii,

para la prevencion de la Loque americana en Apis mellifera L.
Objetivos especificos

» Obtener cepas de Lactobacillus spp. con potencial probiético, a partir del tracto

digestivo de M. beecheii.



Introduccion

Optimizar un medio de cultivo con componentes nacionales para el crecimiento

de la cepa candidata a probidtica.

Evaluar la seguridad de aplicacion del biopreparado obtenido en abejas adultas
(A. mellifera).

Determinar a escala de laboratorio el efecto antimicrobiano del biopreparado

probidtico frente a P. larvae.

Novedades cientificas

Se obtiene un biopreparado probiotico a partir de Lactobacillus L31 procedente
de la microbiota del tracto digestivo de M. beecheii, con efecto antimicrobiano

frente a P. larvae.

Se informa la formulaciéon de un medio de cultivo con componentes nacionales

para el crecimiento de Lactobacillus L31.

Aportes cientificos

Se propone una metodologia para el aislamiento, caracterizacion y seleccion
de cepas de Lactobacillus spp. procedentes del tracto digestivo de Melipona

beecheii B. con potencial probidtico.

Se informa el efecto de un biopreparado con actividad probidtica en la
reduccion de la infeccion de P. larvae en crias de A. mellifera in vitro y la

evaluacion de su seguridad de aplicacién en abejas adultas.
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CAPITULO 1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1.1 Caracteristicas biologicas e importancia de las abejas
1.1.1 Caracteristicas generales de Apis mellifera L.

A. mellifera es un insecto de color pardo oscuro, con un tamano aproximado de
1,5 cm en el caso de las obreras y 2 cm la reina y los machos. En la cabeza se
encuentran dos ojos laterales compuestos de numerosas facetas y tres puntos
brillantes en lo alto, que son ojos simples (ocetos). La boca es de tipo lamedor. El
tercer par de patas en las obreras presenta unas cestillas para transportar el polen.
El abdomen esta visiblemente segmentado y las hembras poseen en el ultimo
anillo un aguijén venenoso que se queda fijado en la herida que produce, de

manera que el insecto acaba muerto (Anon, 2017; Nowak et al., 2021).

Viven en colonias muy numerosas que comprenden tres tipos de individuos. Los
machos o zanganos de vida breve y en numero limitado, que tienen funcién
reproductora, las obreras que cumplen con la construccién de la colmena, la
alimentacion de larvas y el aprovisionamiento de viveres y la reina, que es la unica
hembra fértil, la cual presenta un abdomen muy largo y se dedica exclusivamente

a la puesta de los huevos (Nowak et al., 2021).

El sistema digestivo de las abejas adultas se divide en tres regiones principales:
intestino anterior (estomodeo), intestino medio (mesenterén) e intestino
posterior (proctodeo). Constituye un tubo continuo desde la boca hasta el ano,
formado por los siguientes organos: boca, faringe, eso6fago, buche vy
proventriculo, los cuales forman el estdbmago, seguido del ventriculo, el intestino
delgado y el grueso. El buche de estas abejas, esta muy desarrollado y se dilata
con facilidad. Funciona como 6rgano de almacenamiento y transporte de néctar,
agua y miel. En el intestino medio, ocurren los procesos bioquimicos de la
digestién enzimatica y la absorcién de nutrientes. Los alimentos sufren la
hidrélisis biolégica para quedar reducidos a moléculas mas simples, las que

pueden ser absorbidas y utilizadas por las células. De esta manera, algunos
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alimentos como la sacarosa, deben degradarse en su constitucion quimica a
componentes mas sencillos, como la glucosa y la fructosa. Lo mismo sucede
con los acidos grasos y proteinas. En el intestino posterior, que comprende el
ileon y el recto, ocurre la reabsorcion de agua y electrolitos esenciales para

garantizar la homeostasis (Anon, 2017).
1.1.2 Caracteristicas generales de Melipona beecheii B.

M. beecheii es una especie de "abeja sin aguijon" de gran importancia cultural y
economica en Mesoamérica. Se distribuye principalmente en regiones tropicales
que abarcan desde México hasta el sur de Sudamérica, adaptandose a diversos

nichos ecoldgicos (Faleiros-Quevedo & Francoy, 2022).

Se caracterizan por su sociabilidad y la formacion de colonias permanentes con una
estructura social compleja, que incluyen una reina fértil, las obreras y el zangano
(macho). Su tamafo es relativamente grande (8-15 mm de longitud), posee una
morfologia similar a abejorros o abejas meliferas, alas anteriores relativamente
cortas y pelos largos en la parte superior del térax y la cabeza. Tienen una
coloracién predominantemente negra y bandas amarillas en el abdomen. Producen
reinas frecuentemente y son ligeramente mas pequefias que las obreras. Las
celdas reales estan mezcladas con las celdas de obreras y machos, la piquera es
de barro. Al no poseer un aguijon funcional, se defiende a través de mordiscos y la

secrecion de sustancias irritantes (Fonte, 2022).

Se conocen como importantes polinizadores y principalmente en la produccién de
miel, la cual se considera un alimento de alta calidad por sus propiedades
medicinales (antimicrobianas y antioxidantes) (Vit et al., 2018). A diferencia de la
miel de A. mellifera, la miel de Melipona es mas liquida, acida y rica en humedad.
Las proteinas, aminoacidos, enzimas, acidos organicos, elementos minerales y
vitaminas también estan presentes en la miel, pero solo en pequefas

concentraciones (Zulkhairi Amin et al., 2023).
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El sistema digestivo de M. beecheii esta adaptado para la digestion y absorcion de
nutrientes, obtenidos principalmente del néctar, polen, y en algunas etapas larvales,
de las secreciones glandulares de las obreras. Este sistema se divide en tres
secciones principales igual que en A. mellifera: el intestino anterior (estomodeo),
que es la porcion mas corta, se extiende desde la boca hasta el buche y es donde
se almacena y transporta el néctar recolectado; el intestino medio (mesenteron) es
el mas largo y se extiende desde el buche hasta el intestino grueso, es donde se
desarrolla la digestion enzimatica y la absorcion de nutrientes; y por ultimo, el
intestino posterior (proctodeo), compuesto por el ileon, el recto y las glandulas
rectales, y es donde ocurre la reabsorcion de agua, sales minerales y la eliminaciéon

de los desechos solidos (Martins et al., 2023).

1.1.3 Comunidad microbiana intestinal de las abejas meliferas

La comunidad microbiana presente en el intestino de la abeja A. mellifera ha sido
extensamente estudiada. Se caracteriza por la presencia de nueve grupos
bacterianos dominantes. Estos son especificos de estos insectos y pueden

transmitirse por interacciones sociales entre ellas (Kwong & Moran, 2016).

Los cinco grupos principales de bacterias son: grupo de bacterias Gram negativas
(Snodgrassella alvi y Gilliamella apicola), miembros del filo Proteobacterias,
bacterias Gram positivas, Firmicutes (Lactobacillus Firm-4 y grupos de Lactobacillus
Firm-5), filo Actinobacteria (Bifidobacterium asteroids), un pequefio numero de
especies de  Proteobacterias  (Frischella  perrara, Bartonella apis,
Parasaccharibacter apiu) y un grupo de especies relacionadas con Gluconobacter
(designado Alfa). A lo largo de millones de afos, estas bacterias formaron juntas
una comunidad microbiana especializada que coevoluciond y se diversifico con sus
abejas hospederas. Esta comunidad es muy dinamica y adaptativa, ya que en su
existencia influyen varios factores como la nutricién, el entorno de la colmena, la
interaccidn social y la edad de las abejas meliferas, mientras que su composicion

sigue patrones estacionales (Kwong & Moran, 2016; Lamei, 2018).
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La microbiota intestinal asociada a las abejas sin aguijon (tribu Meliponini) aun es
objeto de investigacion activa, especialmente en los ultimos diez afos. La
informacion referente a este ecosistema es muy escasa con respecto a la existente
para otras abejas sociales (Kwong, 2014). Segun Cerqueira et al. (2021), existe la
ausencia de determinados simbiontes en las abejas meliponas correspondientes a
los géneros Snodgrassella y Gilliamella, los cuales pueden contribuir a la salud de
las abejas meliferas y los abejorros. Esto se debe a que la abeja sin aguijon
experimenté cambios ecoldgicos que las liberan de la dependencia de la nutricion o

defensa basada en simbiontes.

Alternativamente, los miembros persistentes de la microbiota ancestral o los
simbiontes recién adquiridos, pueden compensar la ausencia de estos géneros.
Melipona conserva microorganismos pertenecientes a las familias caracteristicas de
las abejas meliferas como son: Lactobacillaceae, Acetobacteraceae vy
Bifidobacteriaceae. Estos microorganismos, en teoria, adquirieron nuevas funciones
como capacidades metabdlicas y protectoras. También asumieron nuevas
asociaciones microbianas, como las cepas ambientales de Lactobacillus,
Floricoccus y miembros de la familia Acetobacteraceae. Aunque la evidencia
filogenética sugiere que se adquieren del entorno, la prevalencia de estos taxones
apunta hacia una asociacion estable y posiblemente funcional. Ademas de estos
grupos bacterianos, ciertos hongos también se asocian con este tipo de abeja. La
composicién de la microbiota intestinal puede variar segun la edad, su dieta y las

condiciones ambientales (Cerqueira et al., 2021; Todorov et al., 2024).

Estudios recientes realizados por Ramirez-Ahuja et al. (2025), analizaron la
microbiota intestinal de 16 especies de abejas sin aguijon recolectadas en diferentes
regiones de Meéxico. El analisis revel6 que Proteobacteria, Firmicutes vy
Actinobacteria son los filos bacterianos mas abundantes entre estas especies de
abejas. Dentro de los géneros dominantes, las bacterias acido lacticas, como
Lactobacillus spp., Bifidobacterium y Fructobacillus spp., fueron las mas

prevalentes. Estas son responsables del desarrollo de funciones bioquimicas en
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procesos metabdlicos como la fermentacion lactica y la biotransformacién de
compuestos organicos complejos en moléculas mas facilmente asimilables por las
abejas. Ademas, actuan como probidticos, lo que ayuda a prevenir infecciones
digestivas.

1.1.4 Importancia de las abejas

Las abejas meliferas (principalmente A. mellifera) son insectos sociales que
colonizan con éxito numerosos ecosistemas en todo el mundo. Desempefian un
papel crucial en la polinizacion de plantas silvestres y cultivadas, con implicaciones
sustanciales para la economia global y en los ecosistemas naturales donde
garantizan la biodiversidad (Feketéné et al., 2023). Se estima que 70 de los 107
cultivos mas importantes que intervienen en la dieta humana dependen de estos
polinizadores para su reproduccion, los cuales representan entre el 40-50%
(Arredondo et al., 2018).

Los productos apicolas, en particular la miel, el propdleo y el veneno de abeja, son
de creciente interés cientifico debido a su amplio espectro de actividad
antimicrobiana. Ante la creciente resistencia a los antibidticos y las limitaciones de
las terapias convencionales, las sustancias naturales derivadas de las abejas
ofrecen una alternativa prometedora o un apoyo para el tratamiento de infecciones
(Grinn-Gofron et al., 2025).

En Cuba, la miel de abejas y sus derivados constituyen uno de los rubros
exportables mas importantes del Grupo Empresarial Agroforestal del Ministerio de
la Agricultura. Ademas de las tradicionales ventas de miel y cera al exterior, existen
otros productos con valor comercial como son: las laminas de cera, la jalea real,
los suplementos nutricionales, los cosméticos, el propodleo y sus derivados, las
bebidas, las velas, los bombones y las producciones para la industria farmacéutica.
La miel se destina como insumo para la produccién de medios biolégicos utilizados
contra plagas, elaborados en Centros Reproductores de Entomoéfagos y

Entomopatdégenos (Salomén, 2018).
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1.2 Enfermedades que afectan a las abejas meliferas

La abeja A. mellifera, como todo un organismo vivo, es susceptible a la accién de
diversos agentes etioldgicos y depredadores. Estos causan el deterioro de su salud,
lo que propicia importantes mermas productivas en la industria apicola. La colmena
constituye la unidad basica de estos insectos y se considera enferma cuando

determinada cantidad de los individuos que la conforman lo estan (Pérez, 2017).

Segun aseveraciones de Pérez-Morfi (2020), la salud de las colmenas no se define
solamente por la ausencia de enfermedades. Se debe tener en cuenta también la
existencia de colonias bien nutridas, capaces de reproducirse y resistir de manera

exitosa los desafios de los agentes etiologicos de diversa naturaleza.

Al respecto, el Codigo Sanitario para los Animales Terrestres de la Organizacion
Mundial de Sanidad Animal (OMSA), incluye una lista de enfermedades de las
abejas consideradas de importancia internacional, debido a su potencial para
propagarse a través de fronteras y causar pérdidas econdémicas significativas. Entre
ellas estan la varoosis, la Loque americana (LA), la Loque europea, el pequeio

escarabajo de la colmena (Aethina tumida) y la nosemosis (Pérez, 2017).

La varoosis es una parasitosis externa contagiosa de gran significacion para el
sector apicola en Cuba y la provoca el acaro Varroa destructor (Sanabria et al.,
2016). Este se alimenta exclusivamente de la hemolinfa de las abejas. Se reproduce
dentro de la cria de las obreras y los zanganos, con preferencia por estos ultimos.
V. destructor penetra dentro de una celda poco antes de la percolaciéon y pone
huevos que se desarrollan en el interior de la celda operculada (Ramsey et al., 2019).
Los sintomas observados son: colmenas débiles, abejas mal formadas,
desorganizacion social, consumo anormal de las reservas de miel, pequefio grupo
de abejas débiles y crias salteadas. Para su diagnostico, se recomiendan dos
metodologias: el examen del fondo de la colmena o el método del carton blanco,
ademas del analisis de muestras en laboratorio, tanto de abejas adultas, como de
trozos de panal (Marche et al., 2019).
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La Loque europea es una enfermedad que ataca a las larvas de las abejas causada
por la bacteria Gram positiva Melissococcus plutonius. Afecta principalmente a la
cria no operculada y provoca su muerte. Los sintomas visuales son la pérdida de la
posicion normal de la larva en la celda (enrollada en forma de C), ya que aparecen
retorcidas o en posiciones inusuales, también cambian de un color blanco perlado
brillante a un color amarillento, grisaceo o incluso marron, la consistencia se vuelve
acuosa, pastosa o granulosa. La transmision y persistencia del agente patégeno en
la colmena depende de la supervivencia de individuos afectados, quienes depositan
las bacterias junto con las heces en las celdas al pupar. Esta enfermedad puede
causar pérdidas significativas en la produccion de miel (Calderon et al., 2018; Ivars,
2022).

El pequefio escarabajo de la colmena (Aethina tumida) se origind en Africa
subsahariana y en la actualidad, se encuentra en otras partes del mundo. En las
colmenas, tanto los escarabajos adultos como sus larvas provocan danos, ya que
se alimentan de la miel y el polen. No obstante, las larvas causan el mayor deterioro
en la colonia, pues se alimentan de las crias de las abejas. Estas forman galerias
en los panales y ocasionan la fermentacion de la miel, debido a la levadura
Kodamea ohmeri, presente en sus deyecciones. El primer signo de infestacién en
las colonias es la presencia de escarabajos adultos y en infestaciones severas, se
observan larvas y miel fermentada. Este parasito oportunista de las colmenas de A.
mellifera se report6 en Cuba en el afo 2012, sin que provocara perjuicios

apreciables (Ldriga et al., 2015).

La nosemosis es una enfermedad causada por hongos microsporidios, clasificados
antiguamente dentro del género Nosema y actualmente incluidos dentro del género
Vairimorpha. Existen tres especies involucradas principalmente: Vairimorpha
ceranae, V. apis y V. neumanni (Imani et al., 2022). Estos microorganismos
patdbgenos son parasitos intracelulares obligados que proliferan en las células del
epitelio intestinal de las abejas y perturban sus procesos digestivos. Como

resultado, las abejas sufren deficiencias nutricionales, el envejecimiento acelerado
11
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y la disminucién de su esperanza de vida. Ademas, la nosemosis impacta
negativamente en las glandulas hipofaringeas de las abejas obreras encargadas de
alimentar a la cria, lo que reduce la produccion de jalea real que es esencial para el
desarrollo larval. Si la abeja reina se afecta, las obreras a menudo la reemplazan,

lo que puede llevar al colapso de la colonia (Jabal-Uriel et al., 2022).
1.2.1 Incidencia de la Loque americana en las abejas

La Loque americana (LA) la provoca el agente etiologico P. larvae, una bacteria
bacilar, Gram positiva, anaerobia facultativa y formadora de endosporas.
Representa uno de los agentes patégenos mas temidos para la apicultura mundial,
debido a sus singulares caracteristicas bioldgicas y su extraordinaria capacidad de

persistencia ambiental (Ebeling et al., 2021).

Esta enfermedad es altamente contagiosa y afecta principalmente a las larvas de
las abejas, provocandole la muerte y como consecuencia, ocurre la diseminacion
de esporas que pueden permanecer viables por mas de cinco décadas en
condiciones ambientales adversas. Estas constituyen el principal vehiculo de
diseminacion de la enfermedad y su resistencia dificulta la erradicacién de la
bacteria patdgena en la colmena, al quedar latentes en las colonias y equipos
utilizados. Si la infeccion no se controla a tiempo, puede llevar al colapso completo
de la colmena, lo que genera pérdidas importantes para los apicultores y altera los

procesos de polinizacion en los ecosistemas (Daisley et al., 2020a; Ye et al., 2025).

El ciclo patogénico de la LA se inicia cuando las larvas ingieren o consumen
alimento contaminado. Las abejas nodrizas pueden albergar las esporas tanto sobre
la superficie corporal como dentro de su tracto digestivo. De este modo, al alimentar
a las larvas, las nodrizas portadoras transmiten oralmente la infeccién o inclusive lo

hacen indirectamente al contaminar la celda (figura 1).
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Figura 1. Ciclo patogénico de Paenibacillus larvae (Fuente: Pérez Cobo &

Fernandez Somalo, 2014).

Una vez dentro del intestino de la larva, las esporas germinan después de un
periodo variable que fluctua entre las 24 y 48 horas, originandose asi las formas
vegetativas. En el siguiente estadio, durante el desarrollo de la prepupa, los bacilos
penetran activamente en la membrana peritrofica y la pared intestinal y ocurre la
invasién bacteriana de la hemolinfa. A partir de ese momento, la bacteria sigue
desarrollandose y reproduciéndose rapidamente, lo que ocasiona la muerte de la
cria por septicemia generalizada. La muerte se produce en el estado de prepupa o
pupa y luego de transcurridos varios dias, la larva se deseca y adquiere un color
negro. Esta etapa se denomina “escama” y tiene un alto poder infectivo. Se puede
identificar claramente cuando se observan los marcos de cria de los panales

afectados y presentan una distribucioén irregular. Esta combinacion de factores de
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virulencia conduce a una septicemia fatal entre los 6-14 dias post-infeccion (Ye et
al., 2025).

Los sintomas clinicos de la LA son tipicos, se observan restos de larvas viscosas
que forman un hilo rojizo cuando se extraen con una cerilla (figura 2). La cria en
descomposicién se seca en escamas duras, adhiriéndose firmemente a las seis
paredes de las celdas que consisten en millones de esporas bacterianas que
constituyen la etapa infecciosa del patégeno. También se percibe un olor a
putrefaccion caracteristico (similar a cola de pescado) (Genersch, 2006). El
diagnostico puede confirmarse con pruebas de laboratorio, como PCR o cultivos
bacterianos, aunque los sintomas clinicos suelen ser suficientes para identificarla

en campo (Budge et al., 2020).

R o

Figura 2. Panales infectados por la bacteria Paenibacillus larvae. Opérculos

perforados (Fuente: Lopez y Underwood, 2023).

Para controlar esta infeccion se emplean varios métodos como la destruccién de la
colmena enferma total o parcial por incineracién, desinfeccion de los materiales
apicolas por medio de la irradiaciéon con cobalto-60, lavado con sosa caustica e
inmersion en parafina (Del Hoyo, 1998). La excepcional resistencia de las esporas,

combinada con la capacidad de P. larvae para formar biofilms protectores y su
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variabilidad genética, explican los fracasos recurrentes en el control de la
enfermedad mediante métodos convencionales. Mientras que el tratamiento con
oxitetraciclina puede suprimir temporalmente las formas vegetativas, carece de
efecto sobre las esporas y contribuye al desarrollo de resistencias (Genersch, 2010).
Esta realidad impulso la investigacion en alternativas innovadoras que incluyen el
uso de bacteriofagos especificos, probioticos competitivos y compuestos quelantes

que interfieren con la germinacion esporal (D’Alvise, 2023).
1.3 Probiéticos. Caracteristicas generales

1.3.1 Concepto de probiéticos. Principales microorganismos empleados como

probiéticos

La palabra probioticos proviene del griego “pro” y “bios” que significa “a favor de la
vida”. Lilly y Stillwell (1965) fueron los primeros en utilizar este término para designar
a las sustancias que producen los microorganismos y que promueven el crecimiento
de otros. Sin embargo, este concepto se modific6 y numerosos investigadores lo
designan desde hace varios aflos como microorganismos vivos que, cuando se
administran en cantidades adecuadas, le confieren un beneficio a la salud del
huésped (FAO/OMS, 2001; Pacheco et al., 2023).

Los probidticos son responsables de mediar una amplia variedad de problemas de
salud, ya que intervienen en la homeostasis intestinal, constituyen la primera barrera
del sistema inmune al activar macréfagos y elevar la concentracion de
inmunoglobulinas, disminuyen la infeccion por bacterias patdogenas en la mucosa
intestinal, ya que compiten por los sitios de adherencia de las células, mejoran la
biodisponibilidad de nutrientes y la productividad de los animales (Yousefi et al.,
2019; Pacheco et al., 2023).

Dentro de los principales microorganismos empleados como probioticos estan el
grupo de las bacterias acido lacticas (BAL), representado por varios géneros con
caracteristicas morfoldgicas, fisioloégicas y metabdlicas en comun. Estos son
Lactobacillus,  Streptococcus, Enterococcus, Bacteroides, Lactococcus,
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Leuconostoc, Pediococcus y Propionibacterium. Ellos se utilizan en la formulacion

de biopreparados tanto para humanos, como para animales (Alayande et al., 2020).

La atencidn se centra en estas bacterias debido a que se utilizan en la industria
alimentaria desde hace siglos para elaborar productos fermentados de forma
segura, asi como también para mejorar las propiedades organolépticas de los
alimentos. En general, las BAL son cocos o bacilos Gram positivos, no esporuladas,

usualmente no mdéviles, anaerobias facultativas, oxidasa y catalasa negativas.

Se pueden clasificar a las BAL en base a los productos generados durante la
fermentaciéon de los carbohidratos (Goh et al., 2021). El grupo Illamado
homofermentativo, produce acido lactico como producto principal en la
fermentacién. Se puede incluir dentro de este grupo a los géneros: Lactococcus,
Streptococcus, Pediococcus y la mayoria de las especies de Lactobacillus. En
cambio, el grupo llamado heterofermentativo, no solo genera acido lactico sino
también acetato, etanol y CO2. Dentro de este grupo estan los géneros Leuconostoc

y algunas especies de Lactobacillus (Stephen & Saleh, 2023).

En particular, el género Lactobacillus se considera un atractivo aspirante para
utilizarse con este fin. Producen sustancias antimicrobianas como el acido lactico,
el perdxido de hidrégeno y las bacteriocinas, que pueden inhibir el crecimiento y la
colonizacion de bacterias patdégenas en el tracto digestivo (Alayande et al., 2020).
Los géneros Bifidobacterium y Bacillus no se incluyen dentro de las BAL, pero

también se emplean comunmente como probiéticos (Milian et al., 2023).

1.3.2 Criterios de seleccién para cepas con potencial probiético en abejas

Los principales criterios de seleccion utilizados para cepas candidatas a probitticas
en abejas son: deben ser resistentes a las altas concentraciones de azucares, tener
una alta capacidad de crecimiento, producir sustancias antimicrobianas frente a los
patdgenos de las abejas, crecer a diferentes pH, estimular el sistema inmunoldgico,

incrementar la digestibilidad de los nutrientes o accionar como suplemento
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nutricional, mejorar la salud y la produccién de miel, ser inocuo para las larvas o

abejas adultas y no provocar toxicidad (Antunez, 2012).
1.3.3 Modo de accién de los probidticos en las abejas

Los mecanismos de accion precisos de los probidticos en abejas aun se encuentran
en investigacion, pero se detectan algunas acciones potenciales como son: la
modulacién de la microbiota intestinal, la competencia con patdégenos, la mejora de
la nutricién, el fortalecimiento de la barrera intestinal, el refuerzo del sistema

inmunitario y la produccién de sustancias antimicrobianas (Royan, 2019).
e Modulacién de la microbiota intestinal

El intestino de las abejas meliferas alberga una comunidad microbiana diversa y
compleja, compuesta principalmente por bacterias de los géneros Snodgrasella,
Gilliamella, Lactobacillus, Bifidobacterium y Frischella (Engels & Moran, 2013;
Tilocca et al., 2024). Esta microbiota desempefia un papel fundamental en la salud
de las abejas y ayudan a la digestion de polisacaridos complejos, la sintesis de
vitaminas y la proteccion contra patégenos (Hariprasath et al., 2025a). La aplicacion
de los probidticos puede modular la composicion y la funcion de la microbiota
intestinal, al promover el equilibrio microbiano favorable para la salud de las abejas
(Raymann & Moran, 2018).

e Competencia con patégenos

Los probitdticos compiten directamente con los microorganismos patégenos por los
nutrientes y los sitios de adhesion en el intestino de las abejas. Al establecerse en
este nicho, limitan el espacio y los recursos disponibles para los patégenos, lo cual

inhibe su proliferacion (Vazquez et al., 2021).
e Mejora de la nutricion

Los probidticos pueden producir enzimas digestivas como proteasas, amilasas y
lipasas que facilitan la descomposicion de proteinas, carbohidratos complejos y

grasas que se presentan en el polen y el néctar, lo que garantiza la disponibilidad
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de nutrientes esenciales para las abejas. Algunos de estos microorganismos
pueden sintetizar vitaminas y compuestos bioactivos que benefician la salud de
estos insectos (Kim et al., 2024).

e Fortalecimiento de la barrera intestinal

Contribuyen a mantener la integridad de la barrera intestinal, al prevenir la
translocacion de patdgenos y toxinas al hemocele de la abeja. Al fortalecer las
uniones estrechas entre las células epiteliales del intestino, los probidticos reducen
la permeabilidad intestinal y protegen a la abeja contra infecciones sistémicas
(Todorov et al., 2024).

e Estimulacién del sistema inmunitario

Las abejas meliferas poseen un sistema inmunitario innato complejo que les permite
defenderse contra una amplia gama de microorganismos perjudiciales (figura 3). Se
basa en la deteccion de patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs) por
medio de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs), lo que desencadena
una cascada de senalizacion que conduce a mecanismos de defensa como la
produccion de péptidos antimicrobianos (AMPs), la fagocitosis y la encapsulacién
(Evans & Wheeler, 2018).

Los probidticos, al igual que otros microorganismos, poseen PAMPs en su superficie
celular, los cuales se unen a los PRRs presentes en las células inmunitarias de las
abejas y conducen a la producciéon de citoquinas (moléculas de sefalizaciéon
intercelular) y factores de transcripcion (proteinas que regulan la expresion de
genes). Estas moléculas controlan la actividad de las células inmunitarias y la
produccion de moléculas de defensa. Entre ellas tenemos la sintesis de AMPs como
la abecina, la himenoptaecina, la defensina y la apidaecina, que tienen una amplia
actividad antimicrobiana contra bacterias, hongos y virus. También se estimula la
fagocitosis y la encapsulacion de parasitos, o que impide su crecimiento y

diseminacion (Motta et al., 2022).
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Figura 3. Regulacion de la respuesta inmune en las abejas (Fuente: Larsen et al.,
2019).

e Produccion de sustancias antimicrobianas

Las cepas probidticas secretan sustancias antimicrobianas como bacteriocinas,
acidos organicos y peroxido de hidrégeno que inhiben el crecimiento de las
bacterias patdégenas (Vieco-Saiz et al., 2019). Las bacteriocinas son péptidos
biol6gicamente activos, que se secretan extracelularmente y no son téxicas para las
células eucariotas. Ademas, ellas presentan alta actividad bactericida o
bacteriostatica en cepas o especies relacionadas, en microorganismos patdégenos y

deteriorativos de alimentos (Al-Yami et al., 2022).
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De acuerdo con su composicion, tamafio, modo de accion y espectro de inhibicion,
las bacteriocinas de las BAL se clasifican en tres clases generales: lantibidticos, no
lantibidticos y péptidos de gran tamafio. Por lo general, ellas destruyen la integridad
de la membrana citoplasmatica o la pared celular a través de la formacién de poros,
lo que provoca la salida de compuestos pequefios o altera la fuerza motriz de
protones, necesaria para la produccion de energia, sintesis de proteinas o acidos

nucleicos (figura 4) (Hernandez-Gonzalez et al., 2021).
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Figura 4. Modo de accion de las bacteriocinas (Fuente: Hernandez-Gonzalez et al.,
2021).

Los acidos organicos reducen el pH intracelular e inhiben el transporte activo del
exceso de protones internos que requiere el consumo de trifosfato de adenosina
(ATP), lo que conduce al agotamiento de la energia celular. Los principales objetivos
de los acidos organicos son la pared celular bacteriana, la membrana citoplasmatica
y las funciones metabdlicas especificas (replicacion y sintesis de proteinas) de

microorganismos patdgenos, lo que conduce a su alteracion y muerte. El acido
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lactico producido por las BAL en el tracto digestivo de las abejas induce a un
microambiente local desfavorable para las bacterias patdégenas, que en su mayoria
tienen un rango de pH 6ptimo que suele ser neutro o ligeramente alcalino (latsenko
et al., 2021).

El peréxido de hidrogeno es un agente oxidante que puede dafar las células
microbianas al oxidar los lipidos, proteinas y el ADN. Este dafio oxidativo puede
inhibir el crecimiento y la proliferacién de las bacterias patdégenas y hongos en el
intestino de la abeja. Ademas, puede actuar como factor selectivo de la microbiota
intestinal, al favorecer el crecimiento de las bacterias tolerantes y suprimir el
crecimiento de las bacterias sensibles a este compuesto (Evans & Wheleer, 2018;
latsenko et al., 2021).

1.4 Caracteristicas del género Lactobacillus

Segun la taxonomia del Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI
por sus siglas en inglés), la jerarquia taxondmica del género Lactobacillus fue objeto
de revision y reestructuraciéon, debido a los avances en gendmica y microbiologia.
Actualmente se clasifican: Dominio: Bacteria; Filo: Firmicutes; Clase: Bacilli; Orden:
Lactobacillales; Familia: Lactobacillaceae y Género: Lactobacillus (Al-Yami et al.,
2022).

Este género comprende mas de 200 especies que se distinguen por su diversidad
filogenética y metabdlica. Se caracterizan por presentar células en forma de bacilos
largos y extendidos, aunque con frecuencia pueden observarse bacilos cortos o
coco-bacilos que comunmente forman cadenas. Son Gram positivos, no forman
endosporas y no son métiles de manera general. Su metabolismo es fermentativo y
se clasifican en dos grupos principales: homofermentativas (producen acido lactico
a partir de la glucosa a traveés de la via de la glucdlisis o Embden-Meyerhof-Parnas)
y heterofermentativas (producen acido lactico, etanol o acido acético y CO2 a partir

de la glucosa a través de la via de la fosfocetolasa). Pueden fermentar una amplia
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variedad de carbohidratos como la glucosa, fructosa, sacarosa, lactosa, maltosa,

entre otros.

Son nutricionalmente exigentes, lo que significa que requieren una gran variedad de
nutrientes para su crecimiento como aminoacidos, vitaminas y nucledtidos que
varian de acuerdo a la especie. Son catalasa y oxidasa negativos, viven en un rango
de temperatura entre 2-53°C, con una temperatura 6ptima entre 30-40°C, crecen
bien en medios ligeramente acidos con pH o6ptimo de desarrollo entre 5,5-6,2 y
generalmente son aerotolerantes, pues su crecimiento 6ptimo se alcanza bajo

condiciones microaerofilicas o anaerdbicas (Shah et al., 2024).

Entre los probidticos mas populares y ampliamente utilizados durante muchos afos
hasta la fecha estan los representantes del género Lactobacillus, que ejemplifica el
grupo heterogéneo mas grande entre las bacterias acido lacticas (BAL).
Normalmente ocupan diversos entornos con altos niveles de nutrientes, como el
suelo, los seres humanos, el agua, las plantas, los animales e incluso el aire, sin

provocar de manera general ninguna enfermedad (Dengiz et al., 2025).
1.5 Efectos de la aplicacion de probiéticos en abejas

La creciente preocupacion por la salud de las abejas meliferas (A. mellifera) impulsé
el desarrollo de investigaciones en estrategias para fortalecer su sistema
inmunoldgico y mejorar su resistencia a las enfermedades. Entre ellas se destaca
la obtenciéon de probidticos, aditivos nutricionales que le confieren multiples

beneficios a la salud del huésped (lorizzo et al., 2022).

Varios estudios demuestran que la administracion de probidticos puede aumentar
la resistencia de las abejas a la LA. Segun Alberoni et al. (2022), la suplementacién
de cepas probidticas de Bacillus spp. a colonias de A. mellifera redujo
significativamente la prevalencia de este padecimiento y mejord la supervivencia de

las abejas en colmenas infectadas. EI mecanismo propuesto implica la produccion

22



Capitulo 1

de bacteriocinas por parte de la bacteria aplicada, que inhibe el crecimiento del

patdgeno y estimula el sistema inmunoldgico de las abejas.

Un estudio realizado por Yoshiyama et al. (2013), con nueve BAL frente a P. larvae
in vitro, detectd una fuerte inhibicion de este microorganismo patégeno debido a la
reduccion del pH, lo que evidencia la produccion de diferentes metabolitos
antimicrobianos como son el acido lactico y el acido acético. Otros autores refieren
gue cepas de Lactobacillus kunkeei, aisladas de la microbiota de abejas meliferas,
inhibieron el crecimiento de P. larvae y N. ceranae, tanto en ensayos in vitro como
in vivo. La administracion de estos aislados incremento la viabilidad de las larvas y

redujo la mortalidad asociada a la infeccion de P. larvae (Arredondo et al., 2018).

Besharati et al. (2024) evaluaron el efecto de un probidtico comercial denominado
Lactofid compuesto por cuatro cepas bacterianas (Lactobacillus acidophilus, L.
casei, Bifidobacterium bifidum y Enterococcus faecium) en los rasgos funcionales
de las colonias, los parametros cuantitativos y cualitativos de la miel y la flora
microbiana intestinal en abejas meliferas. Los tratamientos experimentales que se
incluyeron fueron: 2 g de antibidtico (control), 1 g de probidtico, 2 g de probidtico, 3
g de probidtico y 1 g de antibidtico + 1 g de probidtico, todos por litro de jarabe para
cada colmena. Los resultados mostraron que las abejas alimentadas con los
tratamientos de 2 o 3 g de probidtico por litro de jarabe tuvieron mayor poblacion y
produccion de miel en las colmenas que los otros grupos experimentales (p<0,05).
Ademas, aumentaron los recuentos de Lactobacillus en los intestinos de las abejas
en comparacion con los otros tratamientos (p <0,05). Por su parte, la
suplementacion de 1 o 2 g de probidtico y 2 g de antibidtico por litro de jarabe para

cada colmena disminuyo los recuentos de Escherichia coli en el intestino.

La aplicacion de estos aditivos microbianos modifica la microbiota intestinal de las
abejas. En este sentido Sinekgi et al. (2024), evaluaron los efectos de un probiotico
comercial que contenia diferentes especies de Lactobacillus y extractos de especias

sobre la composicion de la microbiota intestinal de las abejas meliferas. Se
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realizaron recuentos mediante QPCR de copias de genes de Lactobacillus spp. y
del filo Firmicutes en mezclas intestinales de 12 grupos de abejas con y sin
suplementacion probidtica. Al comparar los niveles de Lactobacillus spp. en el
intestino de las abejas meliferas que no recibieron probidticos, con las que si los
recibieron, se evidencid una diferencia aproximada de 5,5 veces mayor. Sin
embargo, no se observaron diferencias en la carga de Firmicutes en el intestino de
las abejas de ambos grupos. Estos hallazgos demostraron que la formulacién
probidtica aplicada afectd significativamente el microbioma intestinal de individuos
sanos y proporcioné cambios proporcionales en la abundancia microbiana,

especialmente en términos de Lactobacillus spp.

Elenany & Hassan (2023), investigaron el impacto de las bacterias acido lacticas
especificas (Hbs-LAB) aisladas del tracto intestinal de las abejas obreras en la salud
de estos insectos, asi como en los parametros de actividad de las colonias. Se
definieron 2 grupos experimentales, cada uno de 10 colonias. Las colonias control
se alimentaron con jarabe de azucar, mientras que las tratadas se alimentaron con
jarabe de azucar suplementado con una mezcla de Hbs-LAB (Lactobacillus brevis-
HBE2, Lactobacillus casei-HBE5 y Enterococcus faecalis-HBE1, 3 g de estas
bacterias (1:1:1) mezcladas en 1,5 L de jarabe de azucar). Las colmenas tratadas
registraron diferencias con valores superiores en todos los parametros de actividad
(areas de cria de obreras y zanganos, numero de panales cubiertos de abejas,

cantidad de miel y polen almacenado) en comparacién con las colonias controladas.

Los probiéticos también pueden reducir los efectos de las enfermedades virales en
las abejas. Salamanca-Loyola (2024), estudi6 el efecto de un consorcio probiético
compuesto por seis bacterias reproducidas en condiciones controladas y
suministradas a A. mellifera por ingesta ad libitum, para evaluar la actividad antiviral
frente al virus de alas deformadas (DWV-A), su efecto en el sistema inmune y la
sobrevivencia. Se aplicaron concentraciones de 60.000, 6.000 y 600 UFC por abeja,
donde la concentracién mas elevada, logré reducir significativamente la carga viral

en abejas inoculadas con el virus. Se observd un aumento de la respuesta inmune,
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relacionada con la sobreexpresion de los genes codificantes para los péptidos
antimicrobianos abaecina y defensina, lo cual fue concordante con el aumento de la

sobrevivencia de A. mellifera.

Los probidticos también se consideran una herramienta profilactica prometedora
para reducir los niveles de elementos toxicos o potencialmente toxicos en las
abejas. En este sentido, Astolfi et al. (2022) recolectaron abejas, cera, miel, polen'y
propoleo directamente de colmenas en una zona rural del centro de lItalia para
investigar el contenido de 41 elementos en los grupos control (sin probidticos) y
experimental (con probioticos). Como resultado se observé una concentracion
significativamente menor de algunos elementos (Ba, Be, Cd, Ce, Co, Cu, Pb, Sn, Tl
y U) en las abejas experimentales que en los grupos control, lo que indica un posible
efecto beneficioso de los probidticos en la reduccion de la absorcién de estas
sustancias quimicas. Por su parte, Leska et al. (2023) confirmaron que los
metabolitos que producen las BAL disminuyen la citotoxicidad de los insecticidas

(hasta un 19,32%), lo cual demuestra su actividad citoprotectora.

Fang et al. (2023), estudiaron los efectos de la combinaciéon de Lactobacillus
helveticus e isomaltooligosacaridos (IMO) sobre la supervivencia, la microbiota
intestinal y la funcion inmune en las abejas obreras de Apis cerana. La
administracion de L. helveticus KM7 e IMO aumenté significativamente la tasa de
supervivencia en las abejas obreras en relacion con las abejas alimentadas solo con
sacarosa. También se observd una mayor concentracion de BAL y Bifidobacterium
en el intestino y menores recuentos de hongos intestinales, Enterococcus y
Bacteroides-Porphyromonas-Prevotella en las abejas. Ademas, el tratamiento
combinado mejoro la expresion de genes ARNm de péptidos antimicrobianos, como
la abaecina, la defensina y el gen que codifica la profenoloxidasa (PPO) en el

intestino, en comparacion con las abejas control.

Autores como Borges et al. (2021), evaluaron los efectos de prebidticos y probioticos

en las abejas meliferas (A. mellifera) infectadas con el parasito microsporidio
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Nosema ceranae. Entre los prebidticos utilizaron fibra dietética goma de acacia,
inulina y fructooligosacaridos, asi como los probidticos comerciales Vetafarm
Probotic, Protexin Concentrate de cepa unica (Enterococcus faecium) y Protexin
Concentrate de multiples cepas (Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L.
rhamnosus, L. delbrueckii, Bifidobacterium bifidum, Streptococcus salivarius y E.
faecium). Se comprobdé que la goma arabiga causé la mayor reduccion del numero
de esporas de N. ceranae (67%), pero también aumentd significativamente la
mortalidad de las abejas (62,2%). Sin embargo, el Protexin Concentrate de una sola
cepa produjo una reduccién similar en el numero de esporas (59%), sin afectar la

mortalidad.

Carvajal et al. (2023), aislaron y caracterizaron un probiético inmunomodulador
capaz de mejorar la salud de las colonias de abejas. Los resultados demostraron
gue la cepa Lactobacillus casei A14.2 aumento la expresion de ARNm que codifica
los péptidos antimicrobianos a las 24 h después de la administracion. También
provocod la disminucion gradual y sostenida de la infestacion (p<0,05) por el
microsporidio Nosema spp.; sin embargo, no se observo la reduccion de la
infestacion por el acaro Varroa destructor. Estos resultados sugieren que la
administracién de este potencial probiético, pudiera aumentar la resistencia de las

colonias de abejas a enfermedades infecciosas causadas por Nosema spp.

Uno de los microorganismos patégenos que inciden en el intestino de las abejas es
el hongo Ascophaera apis, cuyas esporas ingresan al interior de las larvas, las
colonizan y momifican. Una alternativa a esta situacion es el suministro de bacterias
probidticas, que refuerzan la microbiota intestinal y contribuyen a la defensa contra
este hongo. En este sentido, Cavana et al. (2021) aislaron, seleccionaron e
identificaron genéticamente cepas de Lactobacillus spp. con potencial probidtico a
partir del polen conservado. De las 10 cepas seleccionadas, tres lograron inhibir a
este hongo: Lactobacillus kunkeei LSAJ (MF435935), Lactobacillus melliventris
LSAM (MF435936) y Lactobacillus helsingborgensis LSAI (MF435934), lo que las

hace promisorias para una futura aplicacion en colmenas.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS GENERALES

La presente investigacion se realizdo en el Laboratorio de Microbiologia
perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad de
Matanzas. El trabajo se desarrollé en cuatro bloques experimentales, los que se
muestran en la figura 5. En los diferentes capitulos, se detallan los materiales y
procedimientos especificos para cada uno de los experimentos. A continuacion, se
describen los materiales y métodos que, de forma general, se utilizaron en toda la

secuencia experimental.

2.1 Material biolégico y medios de cultivo

2.1.1 Cepas de Lactobacillus spp.

Las cepas de Lactobacillus que se utilizaron se aislaron a partir del tracto digestivo
de M. beecheii. Se obtuvo una coleccion de 13 cepas de Lactobacillus spp. que se
encuentran en el banco de cepas del Centro de Estudios Biotecnolégicos (CEBIO)

de la Universidad de Matanzas.

2.1.2 Cepa de Paenibacillus larvae

La bacteria patégena P. larvae que se utilizé en la investigacién procede del
Laboratorio de Referencia para Investigaciones y Salud Apicola de Sancti Spiritus,
Cuba (LARISA) y se conserva en el banco de cepas del Centro de Estudios

Biotecnoldgicos (CEBIO) de la Universidad de Matanzas.
2.1.3 Medios de cultivo

Medios agar J y caldo J (Hornitzky & Karlovskis, 1989)

Este medio se utilizd en los ensayos donde se empled P. larvae. La composicion
quimica por litro de este medio es: 5 g de triptona, 15 g de extracto de levadura, 3
g de K2POs y 2 g de glucosa. El medio sdlido se prepard con la adicién de 15 g.L?
de agar bacteriolégico (BioCen).
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Obtencion de cepas de Lactobacillus spp. con potencial probiotico, a partir del tracto digestivo de M. beecheii

1. Aislamiento de cepas de Lactobacillusspp. del tracto digestivo de M. beecheii

2. Caracterizacion y seleccion de cepas de Lacfobacillus spp. como posibles cepas probiéticas

4

Disefio de un medio de cultivo para el crecimiento de Lactobacillus L31 y determinacion de la

estabilidad del biopreparado bajo condiciones de almacenamiento

1. Disefio y optimizacién de un medio de cultivo para el crecimiento de Lactobacillus L31

2. Estudio de la cinética de crecimientoy disminucion del pH de la cepa Lactobacillus L31 en el nuevo medio de cultivo

3. Estudio de la estabilidad del biopreparado bajo condiciones de almacenamiento

¥

Evaluacion de la seguridad de aplicacién del biopreparado de Lactobacillus L31 en abejas adultas
(A. mellifera) a escala de laboratorio

1. Estudio de la tasa de supervivencia, mortalidad, consumo de jarabe, conteo de BAL en el TGl de las abejas,
signos de enfermedad y estado sanitario.

Evaluacion de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus L31 frente a P. larvae a escala de
laboratorio

1. Actividad antimicrobiana in vifro (agar “Spot’, ensayo de auto-agregacion, co-agregacion y co-

cultivos) e in vivo (en larvas de A. mellifera infectadas con P, larvae)

Figura 5. Diagrama de la secuencia experimental desarrollada en el presente

trabajo.
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Medios agar MRS y caldo MRS

El medio MRS (De Mann et al. 1960) (BioCen, Cuba) se utiliz6 en todos los
experimentos donde se trabajé con cepas de Lactobacillus. La composicién del
medio por litro es la siguiente: 20 g de dextrosa, 10 g de peptona, 8 g de extracto
de carne, 4 g de extracto de levadura, 2 g de citrato de amonio, 5 g de acetato de
sodio, 2 g de K2HPO4, 0,2 g de MgS04.7H20, 0,05 g de MnSO4.H20 y 1 g de Tween
80. El medio solido se elabord con la adiciéon de 15 g.L'' de agar bacterioldgico
(BioCen).

2.2 Conservacion de cepas

Las cepas de Lactobacillus spp. se conservaron en tubos de cultivo con tapa de
rosca, que contenian medio Tioglicolato (BioCen, Cuba) semisélido (1 g.L™* de agar)
con carbonato de calcio (0,1 g por tubo). La cepa de P. larvae se conservo en cufias

de agar J.

2.3 Técnicas de cultivo y conteos de Lactobacillus spp.

2.3.1 Condiciones de cultivo

Para el crecimiento de Lactobacillus spp. en medios liquidos, los cultivos se
mantuvieron en condiciones estaticas (anaerobiosis) y en medios sdlidos los
lactobacilos se sembraron a profundidad y en condiciones microaerodfilas (adicidon
doble capa de agar). En ambos casos la temperatura de incubacion fue de 37 °C

por 24 o 48 horas, respectivamente.
2.3.2 Conteos de Lactobacillus

Para efectuar el conteo de Lactobacillus spp. se realizaron diluciones seriadas de
las muestras en una relacion de inoculacién de 1:10 (v/v) en agua de peptona
(OXOID), desde 10! hasta 1012, generalmente. Las tres ultimas diluciones se

inocularon individualmente (1 mL) a profundidad en placas con agar MRS. Esta
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operacion se replico tres veces y las placas se incubaron a 37 °C en condiciones de
anaerobiosis por 48 h. Posteriormente, el numero de unidades formadoras de

colonias (UFC) se determind bajo lupa por conteo visual de colonias.

2.4 Analisis quimicos
2.4.1. Determinacién de pH

La medicién de los valores de pH se realiz6 en un pHmetro digital (Sartorius Meter
PP-25).

2.5 Condiciones para el traslado de las abejas

Las abejas vivas recolectadas en cada uno de los experimentos, se trasladaron en
horas tempranas de la mafiana bajo condiciones de maxima seguridad. Se taparon

con mantas para minimizar el estrés de estos insectos.

2.6 Procesamiento estadistico

El analisis de los datos se realizd con el programa estadistico Statgraphics
Centurion 19.1.1 sobre Windows (Statgraphics, 2020). Se realizaron analisis de
varianza con modelos de clasificacion simple para determinar la presencia de
diferencias entre las muestras. Se determino el ajuste de los datos a una distribucion
normal mediante la prueba de Shapiro & Wilk (1965) y la homogeneidad de la
varianza mediante la prueba de Levene (1960). Para el contraste de las medias se
realizé la prueba de rangos multiples de Tukey HSD con un nivel de significacién de

p<0,01. Los datos se muestran como la media + de la desviacion estandar.
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CAPITULO 3. OBTENCION DE CEPAS DE Lactobacillus spp. CON POTENCIAL
PROBIOTICO, A PARTIR DEL TRACTO DIGESTIVO DE M. beecheii.

Introduccién

Dentro del vasto mundo microbiano, las bacterias del género Lactobacillus emergen
como candidatos probidticos, ideales para su aplicacibn en la apicultura.
Tradicionalmente asociadas con alimentos fermentados y la salud humana, ellas
también forman parte natural y a menudo dominante de la microbiota intestinal de
las abejas. Su presencia se vincula a procesos digestivos, modulacion del sistema
inmunitario y competencia con patégenos (Urcan et al., 2024b; Hariprasath et al.,
2025b). Por lo tanto, el aislamiento y seleccion de bacterias autéctonas del género
Lactobacillus directamente del tracto digestivo de estos insectos, permite asegurar
la obtencién de microorganismos adaptados a ese entorno especifico, lo que
aumenta la probabilidad de que puedan colonizar eficazmente, persistir y ejercer

efectos beneficiosos en este ecosistema (Shah et al., 2024; Shehata et al., 2024).

A patrtir de lo anteriormente expuesto, el objetivo del presente capitulo se dirigio a:

v' Obtener cepas de Lactobacillus spp. con potencial probiotico, a partir del

tracto digestivo de M. beecheii.

Materiales y métodos especificos
3.1 Aislamiento de Lactobacillus spp. del tracto digestivo de M. beecheii

Se colectaron entre 10-20 abejas adultas vivas provenientes de colmenas sanas
pertenecientes a cinco apiarios de la Empresa Apicola de Matanzas, Cuba. Para el
aislamiento de las bacterias se siguio el protocolo descrito por Engels et al. (2013).
Las abejas de cada uno de los lotes se desinfectaron previamente (solucién clorada
al 1%) y se lavaron tres veces con solucién salina peptonada estéril para eliminar
contaminantes externos. Luego se extrajeron asépticamente los intestinos de las
abejas y se homogenizaron en 1 mL de disolucién salina tamponada con fosfato

(PBS) estéril. Se realizaron 8 diluciones seriadas y las tres ultimas se sembraron
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por triplicado en placas con agar MRS para el crecimiento de Lactobacillus spp.
Luego se incubaron como se describe en el epigrafe 2.3.1. Posteriormente, se
seleccionaron aquellas colonias con morfologia diferente y se resembraron en
placas con agar MRS por el método de estrias o0 agotamiento y se incubaron a
37 °C. Una vez obtenidos los cultivos puros de cada aislamiento, se conservaron en
agar tioglicolato suplementado con carbonato de calcio (0,1 g por tubo) y se

mantuvieron en refrigeracion a 4°C.

Los aislamientos se clasificaron de acuerdo a caracteristicas culturales, la
morfologia celular, la tincibn de Gram vy la realizacion de pruebas bioquimicas
(catalasa y oxidasa) (Harrigan & McCance, 1966). Se seleccionaron para el estudio
las que cumplieron con las caracteristicas presuntivas del género Lactobacillus
(Mathialagan et al., 2018).

3.2 Caracterizacion y seleccién de cepas de Lactobacillus spp. como posibles

candidatas probiéticas

3.2.1 Determinacion de la capacidad de crecimiento y produccion de acidos

El ensayo se realiz6 a partir de cultivos frescos de los diferentes aislamientos a 37°C
durante 24 h en caldo MRS. Se prepararon diluciones en suero fisiolégico (0,85%
NaCl) hasta obtener una turbidez equivalente al estandar 0,5 de la escala McFarland
(DOs00 = 0,132; 1,5 x108 UFC.mL™) y se inocularon a razén de 1:10 (v/v) en frascos
con 50 mL de caldo MRS. Luego se incubaron a 37°C durante 24 h en condiciones
estaticas. Se tomaron muestras a las 0 y 24 h para realizar posteriormente el conteo
de viables a través del método de diluciones seriadas en agua de peptona (1%)
desde 10! hasta 10'? y la siembra en placas. Las placas con agar MRS se
incubaron a 37°C por 48 h en condiciones de microaerofilia (Harrigan y McCance,
1966). Se tom6é como criterio de seleccidon aquellas cepas que lograron un

crecimiento 2 9 Log UFC. mL™.
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La produccion de acidos organicos se determind por una titulacion acido-base del
sobrenadante de cada cultivo a las 24 h segun el método AOAC 947.05. Se
emplearon como reactivos el NaOH 1M vy la fenolftaleina como indicador. La
concentracion de acidos organicos equivalente estuvo dada por el consumo de
NaOH 1M en mL, lo que equivale a 90,08 mg de acido lactico. Se utilizé como control
la cepa de Lactobacillus salivarius C65 y los resultados se expresaron en g.L*
(AOAC, 2023). Cada ensayo se realizé por triplicado para cada aislamiento. Se

seleccionaron las mejores cepas productoras de acidos organicos.
3.2.2 Evaluacion de la actividad antimicrobiana frente a Paenibacillus larvae

En este ensayo se empled el método de difusidon de sustancias en agar propuesto
por Schillinger & Lucke (1989). Como cepa indicadora se utilizé P. larvae (cultivada
en caldo J), la cual se enfrentd a los metabolitos producidos por cada uno de los
aislados en estudio en caldo MRS. Para ello cada cepa de Lactobacillus se cultivo
en caldo MRS a 37°C por 24 h y posteriormente, se centrifugaron a 10 000 rpm por
15 min a 5°C (centrifuga T23Janetzki). Luego se tomo el sobrenadante y se afadio
en los pocillos dispuestos en placas con agar J sembradas previamente con P.
larvae. Las placas se colocaron a 4°C durante 4 h para que difundieran las
sustancias en el medio y seguidamente se incubaron por 24 h. Se tom6 como criterio
de seleccién aquellos aislados que alcanzaron los mayores halos de inhibicion. Los
resultados de estos tres ensayos se utilizaron como criterios preliminares para

seleccionar las mejores cepas que continuarian a estudios posteriores.
3.2.3 Determinacion de la hidrofobicidad

Se determind la hidrofobicidad superficial de las cepas de Lactobacillus ssp.
mediante la medicion de la afinidad por el disolvente organico que presentan las
células cultivadas en un sistema de dos fases (agua-disolvente organico), como
medida predictiva de su capacidad de adhesién a epitelios. Este ensayo se realizd
segun las indicaciones reportadas por Montegudo-Mera et al. (2019). Se utilizaron
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como solventes organicos el xileno y el tolueno. El porcentaje de hidrofobicidad se
calculo a través de la siguiente ecuacion: H% = [(Ao— A) /Ao] » 100, donde Aoy A
son la absorbancia antes y después de la exposicion a los solventes organicos
respectivamente. La actividad de hidrofobicidad de las cepas evaluadas se clasifico
como baja (0-29%), media (30- 50%) y alta (51-100%). Se tomé como criterio de
seleccion aquellas cepas candidatas a probidticos que alcanzaron una clasificacion

alta.
3.2.4 Determinacion de la susceptibilidad de las cepas a los antibiéticos

Para este ensayo se utilizé el método de difusion en discos (Hudzicki, 2009) frente
a 13 antibidticos. Se empled el agar MRS como medio de cultivo a 37°C en
condiciones de anaerobiosis, debido a las exigencias nutricionales y fisioldgicas de
los lactobacilos. Los discos utilizados fueron: ampicilin (AMP) (10 ug),
ampicillin/sulbactan (AMS) (20 pg), bacitricina (BACIT) (40U), ceftiofur (CFT) (30
Mg), cloranfenicol (CLOR) (60 ug), doxiciclina (DXT) (30ug), eritromicina (E) (15 pg),
cefepine (FEP) (30 pg), kanamicina (K) (30 pg), oxacillin (OX) (1 ug), penicilina G
(P) (10 I1U), piperacillin (PRL) (100ug), y tetraciclina (TE) (30ug). A las 48 horas de
incubacion, se midieron los halos de inhibicién obtenidos con un pie de rey. Cada
analisis se realiz6 por triplicado. Se tomd como criterio de seleccion las cepas que

mostraron sensibilidad a la mayoria de los antibiéticos probados.
3.2.5 Determinacion de la resistencia osmoética al jarabe

Se prepararon suspensiones de los aislamientos obtenidos en PBS, a partir de
cultivos en caldo MRS, incubados a 37°C durante 24 h. La turbidez de las
suspensiones se igual6 con el estandar 4 de la escala Mc Farland (DOsoo = 0,669;
10° UFC.mL™). Paralelamente, se prepararon dos jarabes en concentraciones de
1000 y 2000 g de azucar por litro de agua (1:1 y 2:1 respectivamente), los cuales se
utilizan habitualmente por los apicultores en el campo. A partir de las suspensiones
originales en PBS, se realizaron dos suspensiones bacterianas en jarabe 1:1y 2:1
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a una concentracion final de 1x10° UFC.mL y se incubaron a 37°C durante 72 h.
El niumero de células bacterianas viables en cada tratamiento se determiné por el
método de recuento en placa (MRP) en agar MRS a las 0 y 72 h. Las placas se
incubaron a 37°C durante 48 h en condiciones microaerodfilas (Arredondo et al.,
2018). Se tomd como criterio de seleccidon definitivo para este estudio aquellas

candidatas a probidticos que mantuvieron la viabilidad después de las 72 h.

3.2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos se realizé segun el epigrafe 2.6. Los conteos de
las UFC.mL* en los ensayos de capacidad de crecimiento y determinacién de la
resistencia osmatica al jarabe no cumplieron con los supuestos tedricos del ANOVA,
por lo que se empled la transformacion a Log y mejoré el cumplimiento de dichos
supuestos. El andlisis de varianza se realizd para determinar la presencia de

diferencias entre las cepas con respecto a los criterios de seleccion evaluados.

Resultados y discusién

De un total de 65 aislados obtenidos a partir del tracto digestivo de M. beecheii, 13
de ellos cumplieron con las caracteristicas distintivas del género Lactobacillus
(Mathialagan et al., 2018): colonias con bordes elevados de coloracién blanquecina
a cremosa de superficie gruesa y brillante. Al microscopio se observaron bacilos
Gram positivos que reaccionaron negativamente a las pruebas de catalasa y

oxidasa.

Estos resultados concuerdan con estudios recientes realizados por Cerqueira et al.
(2024), quienes afirman la presencia del género Lactobacillus en el tracto digestivo
de tres especies de Melipona presentes en Brasil. Otras investigaciones también
demuestran que este género es predominante en la microbiota intestinal de estos
insectos (Mathialagan et al., 2018; Fernandez-Robledo et al., 2020; Mohammad et
al., 2020).
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Enlatabla 1, se aprecian los resultados de la capacidad de crecimiento y produccion
de acidos organicos de las cepas en estudio a las 24 h en caldo MRS. En el primer
ensayo, nueve cepas se destacan por presentar valores de concentracion celular
superiores a 9 Log UFC. mL, de las cuales cinco (L6, L34, L42, L31 y L32)

obtuvieron los mejores resultados sin diferencias entre ellas (p<0,01).

Tabla 1. Criterios de seleccién preliminares para la determinacion del potencial

probidtico in vitro de las cepas de Lactobacillus spp.

Cepas Capacidad de Produccion de Diametros de
crecimiento acidos inhibicién frente a P.
(Log UFC. mL™Y) organicos larvae (mm)
(9.L7)
L6 10,26 £ 0,242* 13,55 £ 0,039 42,67 + 2,52%*
L30 8,97 £ 0,07¢ 16,75 + 0,04¢ 31,67 + 2,890
L24 9,74 £+ 0,12b¢* 15,40 + 0,059 40,67 + 2,523+
L31 10,01+ 0,023bcx 12,07 £ 0,03 43,33 + 2,892+
L34 10,26 £ 0,242* 11,76 £ 0,04/ 35,0 + 5,002bcd*
L42 10,20 + 0,1730* 14,25 + 0,041 39,0 + 2,6430c*
L32 10,01 £ 0,173bcx 9,58 + 0,03 30,33 + 0,58Pcd
L131 9,54 + 0,090d* 14,38 + 0,03¢ 28,33 + 2,89cde
L13 9,14 + 0,11de* 16,93 + 0,02b* 38,33 + 2,893bc*
L36 8,95 + 0,05¢ 9,65 + 0,02 33,67 + 1,53abcd *
L10 9,01 + 0,028+ 12,97 £ 0,03" 24,33 + 5,13%
L19 8,46 £ 0,15 14,47 + 0,02¢ 18,33 + 2,89¢
L35 8,10 £ 0,17f 10,27 + 0,02k 30,67 + 2,52bcd
C65 (Control) 10,26 £ 0,25%* 21,62 £ 0,022 -

Nota: Letras diferentes en una misma columna indican diferencias segun prueba de rangos multiples
de Tukey HSD (p<0,01). Las cepas marcadas con (*) se consideran las de mejor desempefio en
cada ensayo.

Una propiedad que debe caracterizar a los probidticos es la alta tasa de crecimiento.

Estos microorganismos deben aplicarse en cantidades suficientes para llegar al
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tracto gastrointestinal, resistir los impedimentos quimicos que se presentan y ser
capaces de establecerse para lograr una buena colonizacién de la mucosa y el

contenido intestinal (Sosa et al., 2018).

En relacion a la produccion de acidos organicos, se verifico la capacidad que tienen
todos los aislados de producir estas sustancias con efecto antimicrobiano. La cepa
L13 alcanzé el mayor valor (16,93 g.L1), mientras que la L32 (9,58 g.L!) manifestd

la menor (p<0,01) produccioén de acidos

Estudios realizados por Urcan et al. (2024a) reportan diferencias en el perfil de
produccion de acido lactico en tres cepas de BAL, promisorias para emplearse como
probiodticos en la apicultura. L. plantarum produjo los niveles mas altos de este
compuesto correspondiente a 17,42 g.L* seguido de L. acidophilus con 10,34 g.L™.
En relacién a Apilactobacillus kunkeii, solo se obtuvieron 4,17 g.L, resultado que
es inferior a los obtenidos para todas las cepas analizadas en este estudio. El cultivo
mixto de estas tres cepas disminuyo la produccion total de acido lactico con un valor
de 10,16 g.L%, lo que resalta la complejidad de la dinamica microbiana en co-
cultivos, donde las interacciones competitivas o inhibitorias pueden afectar la

productividad metabdlica (Oana et al., 2023).

Los lactobacilos que se seleccionen como probiéticos deben producir elevadas
concentraciones de acidos organicos, pues esta es una condicidn necesaria para la
eliminacion de patégenos en el tracto gastrointestinal. Se conoce ademas que la
disminucién del pH que se produce en esta cavidad acelera las reacciones

bioquimicas de la digestion (Rodriguez et al., 2021).

Todas las cepas seleccionadas tuvieron actividad antimicrobiana frente a P. larvae.
De ellas las mejores fueron: L31, L6, L24, L42, L13, L34 y L36 cuyos diametros
estuvieron entre 33,67-43,33 mm (tabla 1). Estos resultados superan a los
reportados por Rodriguez et al. (2021), quienes utilizaron el mismo método para la
realizacion de este ensayo. En su estudio, se midieron halos de 14,83 mmy 12 mm
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para Lactobacillus kunkeei SS70 y L. rhamnosus SS73 respectivamente, aisladas

del tracto digestivo de A. mellifera.

Dengiz et al. (2025) reportaron un ensayo con halos de inhibicion de menor diametro
cuando estudiaron el potencial antimicrobiano de cepas de Lactobacillus y
Bifidobacterium frente a cepas diferentes de este patdgeno. Un total de 28 cepas
(~26%) exhibieron una inhibicion de 21 mm contra al menos dos aislados de P.
larvae, mientras que 12 mostraron una inhibicion moderada (16-20 mm) contra las
cuatro variantes de esta bacteria. Estos resultados subrayan la dependencia de la
cepa en la actividad antimicrobiana y resaltan la importancia de seleccionar
microorganismos probidticos con amplio espectro de inhibicion de patdégenos para

favorecer la salud de las abejas meliferas.

Investigaciones realizadas por Daisley et al. (2020b), con un consorcio comercial de
lactobacilos llamado BioPatty (compuesto por L. plantarum Lp39, L. rhamnosus GR-
1y L. kunkeei BR-1) manifestaron una reduccion de la infeccion de P. larvae tanto

en colmenas como en larvas infectadas a nivel de laboratorio.

Arredondo et al. (2018), estudiaron la accién benéfica de una mezcla de cuatro
cepas de L. kunkeei en larvas y abejas adultas. Su administracion en modelos
controlados de laboratorio disminuyé la mortalidad asociada a la infeccion por P.
larvae en las larvas y los recuentos de esporas de N. ceranae en abejas meliferas
adultas. Estos resultados sugieren que las mezclas probidticas pueden ser una

estrategia atractiva para mejorar la salud de las abejas.

La actividad antimicrobiana del género Lactobacillus se asocia con diversos
factores, entre los que se destacan la produccion de metabolitos como el acido
lactico, bacteriocinas o el perdoxido de hidrogeno, que actuan en la membrana
plasmatica de otros microorganismos. Estas sustancias son un criterio a tener en
cuenta en el momento de elegir una cepa probidtica, por su capacidad de controlar
patdgenos en el tracto gastrointestinal.
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A partir de la coincidencia en los criterios de seleccion empleados en estos tres
ensayos y su correspondiente analisis estadistico, se seleccionaron las mejores
cepas candidatas a probidticos que continuarian a la proxima etapa de
investigacion: L13, L31, L6, L34, L42 y L24.

La hidrofobicidad celular es una estimacion indirecta de la adhesion y colonizacion
exitosa de los probidticos a las células epiteliales del intestino. Las bacterias al tener
esta propiedad, pueden aumentar sus posibilidades de supervivencia en el tracto
gastrointestinal y ejercer efectos positivos en la salud del huésped (Shehata et al.,
2024). En la tabla 2 se aprecian los resultados de esta prueba para las cepas
evaluadas. Se comprobd6 que todas presentan clasificacion alta frente al xileno y el
tolueno, excepto la cepa L34 que alcanzé una clasificacion media para el ultimo

solvente organico mencionado.

Tabla 2. Hidrofobicidad de Lactobacillus spp. con xileno y tolueno como solventes

organicos.
Cepas Xileno Tolueno
L6 99,86 + 0,02* 99,14 + 0,03+
L13 99,47 + 0,032 99,06 + 0,03
L24 98,26 + 0,1°* 99,85 + 0,032*
L31 95,30 £ 0,29%* 98,07 £ 0,09°*
L34 67,82 + 0,239 34,79 £ 0,03¢
L42 99,36 + 0,062>* 55,30 + 0,08

Alta: (51-100%), Media: (30-50%), Baja: (0-29%).

Nota: Letras distintas indican diferencias entre las cepas segun Prueba de rangos multiples de Tukey
HSD (p<0,01). Las cepas marcadas con (*) se consideran las de mejor desempefio en cada ensayo.

Los datos obtenidos en esta investigacidon en cuanto al xileno superan a los
detectados por Meradiji et al. (2023), quien analiz6 esta propiedad para una cepa de
L. kimbladii kullabergensis procedente de A. mellifera intermissa. Los valores
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medidos fueron de 83,40%. Otros investigadores también reportan resultados

inferiores en cuanto a este solvente (Mohammad et al., 2020).

Shehata et al. (2024), utilizaron el xileno y el tolueno en BAL. Los datos maximos
alcanzados correspondieron a la cepa de L. plantarum HBMSS3 con 65,33% para
el xileno y 56,36% para el tolueno. Estos resultados difieren a los observados en
este ensayo para el primer solvente; sin embargo, en el caso del segundo fueron

superiores a los obtenidos para L34 y L42.

Aunque la capacidad de adhesion de las bacterias probidticas no garantiza
necesariamente un beneficio para la salud, su union al epitelio intestinal puede tener
un papel protector contra las bacterias daninas a través de la competencia por los
sitios de union de la célula huésped (Monteagudo-Mera et al., 2019). Se comprobd
que las cepas L6, L13, L24, L31 y L42 tienen una alta hidrofobicidad, por lo que se
deduce que estas tienen mayores posibilidades de adherirse a la mucosa intestinal.

Los microorganismos probioticos se utilizan para mejorar la salud intestinal y
estimular el sistema inmunoldgico, por lo que un criterio a tener en cuenta en su
seleccion es determinar si existe la posibilidad de transmision de genes de
resistencia a antibioticos hacia bacterias patdgenas en el intestino. Este fenbmeno,
constituye un problema de salud a nivel mundial, por lo que se prefiere que estos
candidatos sean sensibles a los antimicrobianos prescritos comunmente en baja
concentracion o que la resistencia que exhiban sea inherente al microorganismo
(Fernandez-Roblero et al., 2020).

En la tabla 3, se muestran los resultados obtenidos para este ensayo. Se observa
sensibilidad en todos los antibidticos probados excepto para la kanamicina donde
L24,L31, L34 y L42 son resistentes. Se conoce que las bacterias lacticas presentan
resistencia a la amikacina, oxacillina y vancomicina, lo que se considera para el

género Lactobacillus como resistencia intrinseca. En el caso de la kanamicina, esta
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conducta se debe a la falta de un sistema de transporte activo eficiente para los

aminoglucésidos en la membrana celular (Mohammad et al., 2020).

Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de Lactobacillus spp.

Antibiéticos L6 L13 L24 L31 L34 L42
AMP S S S S S S
AMS S S S S S S

BACIT S S S S S S
CFT S S S S S S
CLOR S S S S S S
DXT S S S S S S
E S S S S S S
FEP S S S S S S
K S S R R R R
OX S S S S S S
P S S S S S S
PRL S S S S S S
TE S S S S S S

S: Susceptible, R: Resistente.

Elzeini et al. (2021) realizaron esta prueba para las especies de L. brevis HBE2 y L.
casei HBED, entre otras bacterias aisladas del tracto digestivo de A. mellifera. En su
investigacion, las cepas fueron resistentes a la ampicilina, la vancomicina y la
kanamicina, resultado que concuerda con el presente estudio solo para el ultimo

antibidtico. Existe similitud en cuanto a sensibilidad para el cloranfenicol.

Goh et al. (2021) estudiaron bacterias aisladas de tres especies de abejas sin
aguijon en Saba y observaron un patron de resistencia en la mayoria de antibiéticos
probados. Sin embargo, la especie L. pentosus mostro sensibilidad a la ampicillina

y el cloranfenicol, datos analogos a los encontrados en el presente trabajo.
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A. mellifera consume altas concentraciones de azucares a través del néctar y la miel
que adquiere en su dieta. En Cuba en los meses de agosto a septiembre
(correspondiente al periodo de hambruna), los apicultores les suministran a las
abejas un jarabe con azucar de cana para su sostenimiento, en concentraciones de
1000 g.Lt. Por ambos motivos es importante que los microrganismos a emplear en
el disefio de productos probiodticos para abejas, tengan la capacidad de sobrevivir

en estas condiciones, pues ellos se aplican generalmente en el alimento.

En la tabla 4, se evidencian los resultados de la supervivencia en el jarabe. La
concentracion inicial fue de 5 Log UFC.mL"1. Al transcurrir las 72 horas, los aislados
que pudieron resistir a la concentracion 1000 g.L* fueron: L31, L13 y L34. De ellos,
L31 fue la que alcanzo mayor viabilidad en el orden de 4 Log UFC. mL. Para el
jarabe con una concentracion fue de 2000 g.L no se observé crecimiento en ningiin

caso.

Tabla 4. Resistencia osmoética al jarabe de las cepas de Lactobacillus spp.

Log UFC. mL™1?
Tiempo (h) L31 L34 L13
0 5,87+ 0,152 5,59+ 0,112 5,631 0,052
72 4,12+ 0,34% 2,77+ 0,42° 3,27+ 0,25
Tiempo (h) L6 L24 L42
0 5,56+ 0,072 5,59+ 0,112 5,46+ 0,152
72 1,46+ 0,15°¢ 1,17+ 0,29¢ 1,17+ 0,29¢

Nota: Letras diferentes en una misma fila indican diferencias segun prueba de rangos multiples de
Tukey HSD (p<0,01). La cepa marcada con (*) se considera la de mejor desempefio.

Este reporte supera al informado por Audisio & Benitez-Ahrendts (2011) quienes
evaluaron la supervivencia de una cepa de L. johonsonii a concentraciones de
azUcar de 125, 250 y 500 g.Lt. Estos autores observaron que la cepa no perdia

viabilidad a las 24 h cuando se inoculd en el jarabe de 125 g. L1, mientras que en
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mayores concentraciones, no habia crecimiento (500 g.L') o se veia muy
disminuido (250 g.L™?).

Un mejor comportamiento obtuvo Arredondo (2015), quien evalué la supervivencia
de los aislamientos bajo concentraciones de azucar similares y dos valores de
temperatura (28°C y 4°C). La mayoria fueron capaces de sobrevivir a las
concentraciones y temperaturas utilizadas. Se detect6 una mayor supervivencia de
los aislamientos incubados durante 72 h a 4°C. Esto indica que los apicultores
podrian preparar el jarabe con el probidtico y almacenarlo a 4°C hasta 3 dias antes

de utilizarlo.

Urcan et al. (2024a) detectaron que L. plantarum, L. acidophilus y A. kunkeii
mantuvieron una alta densidad celular en el jarabe de azucar durante siete dias, en
comparacion con los de glucosa y fructosa. Las mejores tasas de supervivencia se
observaron en los siropes con concentraciones de carbohidratos inferiores a 55%,
lo que sugiere que los jarabes comerciales podrian necesitar dilucion antes de

usarse para administrar la mezcla probidtica.

En un estudio realizado por Leska et al. (2023) se evalu? la viabilidad de diez cepas
de BAL aisladas y una cepa de referencia, A. kunkeei DSM 12361, en jarabes con
diferentes concentraciones de glucosa, fructosa o sacarosa. Los resultados
mostraron una mejor tasa de supervivencia de BAL en el jarabe con glucosa y

fructosa sin sacarosa.

Otras investigaciones también demuestran la tolerancia a altas concentraciones de
azucar de cepas de BAL. lorizzo et al. (2022) utilizé dos siropes durante 48 h a 20°C
para estudiar la supervivencia de cinco cepas de L. plantarum afiadidas con una
concentracion celular inicial de 7 log UFC.mL™1. En el jarabe A (compuesto por 40%
de glucosa + 20% de fructosa), después del tiempo en estudio, las cepas mostraron
una reduccion entre 3,22-5,84 log UFC.mL™. En el jarabe B (compuesto por 50% de

sacarosa), la reduccion fue de dos unidades de logaritmo con respecto a la
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concentracion inicial. Los resultados obtenidos en la presente investigacion son
superiores con respecto a la cepa Lactobacillus L31, quien solo disminuyd una

unidad de logaritmo con respecto a la concentracion inicial en 72 h.

No todas las cepas del género Lactobacillus muestran la misma capacidad para
adaptarse a los ambientes con alta osmolaridad. La resistencia que manifiesta la
cepa Lactobacillus L31 pudiera asociarse a la acumulacion de solutos compatibles
(osmoprotectores) en su citoplasma. Entre ellos se encuentra el glicerol, la
trehalosa, glicina betaina, prolina, glutamato, azucares y polioles. Estos compuestos
retienen agua en la célula y mantienen el equilibrio osmético intracelular, la presion
de turgencia, el volumen celular y la concentracion de electrolitos, ademas de

estabilizar la funcidon enzimatica (Sionek et al., 2024).

Después de analizar los resultados de los ensayos se decidio seleccionar a la cepa
Lactobacillus L31 como la mas promisoria como probidtica para abejas, ya que
posee una alta capacidad de crecimiento y produce elevadas concentraciones de
acidos organicos. También mostro efecto inhibitorio frente a P. larvae y resistio las

condiciones osmoticas del jarabe.

Conclusiones parciales

1. Las cepas de Lactobacillus L6, L24, L31, L42, L13, L34 y L36, aisladas del
tracto digestivo de M. beecheii, inhibieron el crecimiento de P. larvae con
halos de inhibicion superiores a los 33 mm.

2. Lacepa Lactobacillus L31 posee propiedades probioticas que demuestran su
potencial para utilizarse en la elaboracion de un biopreparado que mejore la

salud de las abejas.
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CAPITULO 4. DISENO DE UN MEDIO DE CULTIVO PARA EL CRECIMIENTO DE
Lactobacillus L31 Y DETERMINACION DE LA ESTABILIDAD DEL
BIOPREPARADO BAJO CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO.

Introduccién

Entre los medios mas empleados para la obtencién de biomasa de Lactobacillus
spp. en condiciones de laboratorio se encuentra el caldo MRS (De Man et al., 1960),
sin embargo, su costo se eleva cuando se produce a una escala mayor para obtener
grandes volumenes y producir un probidtico comercial (Santos et al., 2016). Debido
a esta situacién, la seleccion de medios adecuados y econdmicos para las
producciones industriales es un aspecto importante en la obtencion de estos
biopreparados. La mayoria de las investigaciones se enfocan, segun la cepa que se
utilice, en la optimizacion de los medios por la metodologia de superficie de
respuesta, a través de la sustitucién de las fuentes de carbono y de nitrégeno por

materias primas de bajo costo y alta disponibilidad (Sosa et al., 2018).
Por lo anterior, el presente capitulo tuvo como obijetivos:
v Formular un medio de cultivo con componentes nacionales para el
crecimiento de Lactobacillus L31.
v' Evaluar la cinética de crecimiento de la cepa en el nuevo medio de cultivo.

v' Determinar la estabilidad del biopreparado obtenido a temperatura ambiente

y en condiciones de refrigeracion.
Materiales y métodos especificos

4.1 Diseio y optimizaciéon de un medio de cultivo para el crecimiento de
Lactobacillus L31

Inéculo microbiano
Para realizar la optimizacion del medio de cultivo, el indculo se obtuvo a partir de
un cultivo de Lactobacillus L31 en caldo MRS con 18 h de incubacién a 37°C en
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condiciones estaticas. La concentracion microbiana que se obtuvo fue de 10° UFC.

mL1L.
4.1.1 Diseno del medio de cultivo y condiciones de fermentacién

Para disenar el nuevo medio de cultivo se tomé como medio de referencia el caldo
MRS cuya composicién se describe en el epigrafe 2.1.3. En dicha formulacion se
realizé la sustitucion de la fuente de carbono (dextrosa) por miel final de cafia de
azucar y las fuentes de nitrégeno (peptona, extracto de carne y extracto de
levadura) por un hidrolizado enzimatico de levadura Saccharomyces cereviciae
(HELSc), el que se elaboré con la metodologia propuesta por Pérez (2000). El
citrato de amonio y el acetato de sodio se excluyeron de la féormula, pues solo
actuan como inhibidores de los estreptococos y otros microorganismos

contaminantes y elevarian el precio del nuevo medio de cultivo.

La composicion del medio que se disefid para el crecimiento de Lactobacillus L31

(MCL31) se expresa en la tabla 5.

Tabla 5. Formulacion del medio MCL31.

Composicion g.L?
Miel final de cafia (36% azucares reductores totales) X1
HELSc (8,8% nitrégeno total) X2
K2HPO4 2
MgS0QO4.7H20 0,2
MnSOa4. H20 0,02

pH: 6,5+ 0,2.
4.1.2 Diseino experimental

Se empled el método de superficie respuesta (Box et al., 1978) con un disefio
experimental compuesto central rotativo 22 y tres repeticiones en el centro del plan.

Las variables independientes fueron: azucares reductores totales (X1), nitrdgeno
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total (X2) y volumen del indculo (Xs). La variable respuesta (Y) fue el conteo de las
UFC.mL™.

A partir de la definicion de los niveles de las variables independientes (tabla 6), se
empled el programa Statgraphics Centurion 19.1.1 sobre Windows para crear el
disefio de la matriz codificada, que muestra las combinaciones que debian
ejecutarse. El programa también desarrolla un analisis de regresiéon multiple para

obtener una ecuacion polinomial de segundo orden:
Y= bo + b1X1 + b2X2 +b3Xz+ b11X1? + b22X2? + b33X3? + b123X1X2Xa.

Tabla 6. Niveles de azucares reductores totales (ART), nitrogeno total (NT) e

in6culo a emplear en el disefio experimental.

Factor Minimo (-1) Medio (0) Maximo (1)
X1: ART (g.LY) 15 20 25

X2: NT (g.L2) 2 3 4

Xs: volumen del inéculo (mL) 50 100 150

El numero de experimentos, que debian realizarse para este tipo de disefio, se

determind segun la siguiente expresion:
Nexp= 2 + 2k + No

Donde Nexp= Numero de experimentos, k= Numero de variables independientes,
2k= Numero de puntos estrellas del experimento (son los experimentos que se
desarrollan en una zona alejada del centro de este) y No= Numero de puntos en el
centro del plan. Al sustituir por los datos del presente disefio se obtuvo que:

Nexp=23 + 2.3 + 2 = 16 experimentos.

4.1.3 Procedimiento experimental
En cada corrida experimental se utilizaron erlenmeyers (100 mL de volumen

efectivo) con las concentraciones de las variables independientes segun la matriz
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codificada. Se ajustdé en cada uno el pH inicial de la fermentacion (6,5) y se procedio
a su esterilizacion (15 min a 1,5 atm). Posteriormente, se inocularon con el cultivo
Lactobacillus L31 de acuerdo a los volumenes de in6culo establecidos y una vez
que transcurrieron 24 h a 37°C, se tomaron muestras del biopreparado para realizar
el conteo de las UFC a través del método de las diluciones seriadas (ver epigrafe
2.3.2).

4.1.4 Analisis estadistico y decodificacion de las variables

Los resultados del conteo de las UFC.mL! se transformaron a LN. Se evalué la
significacién de cada uno de los parametros del modelo y se determind la superficie
de respuesta con el uso del programa Statgraphics Centurion 19.1.1 sobre
Windows. A partir del modelo, se determinaron los valores 6ptimos de las variables

independientes.

Para realizar la decodificacion de las variables se empled la siguiente formula
(Bacon y Henson, 1971):

XD - Y% (X alta + X baja)
XC =

Y% (X alta - X baja)

Donde Xc = variable codificada y Xp = variable decodificada.

4.2 Estudio de la cinética de crecimiento y disminucién del pH de la cepa

Lactobacillus L31 en el nuevo medio de cultivo

En este ensayo, se model6 el crecimiento de la cepa en estudio en el caldo MRS
(medio de referencia) y en el nuevo medio de cultivo (MCL31). A partir de un cultivo
de 18 horas (9 Log UFC.mL™1) en caldo MRS, las cepas se inocularon a razén de
1:10 (v/v) en 21 frascos que contenian 100 mL de caldo MRS y en 21 frascos que
contenian 100 mL de MCL31 ajustados a pH 6,5. Los cultivos se incubaron a 37°C
en condiciones estaticas. Los muestreos se realizaron cada 4 h (0, 4, 8, 12, 16, 20
y 24 h) con tres réplicas por cada tiempo, las que se retiraron en el momento de

aplicacion de las técnicas de analisis.
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Crecimiento microbiano: El conteo de las UFC para cada tiempo de muestreo se

realizo por el método de las diluciones seriadas (ver epigrafe 2.3.2).

Determinacidén de la velocidad especifica de crecimiento (4) y tiempo de
duplicacién (td): A partir del programa Microsoft Excel y los datos obtenidos de la
cinética de crecimiento, se confeccionaron las curvas de dispersién. Con la
aplicacion del método de ajuste, se obtuvieron los polinomios correspondientes y
los valores de la velocidad especifica de crecimiento. El tiempo de duplicacion se
determind a través de la siguiente férmula: td = Ln 2 / y (Madigan et al., 1997; Ledn
et al., 2013). Las unidades de medida para cada una de estas variables fueron:

velocidad especifica de crecimiento (h1) y tiempo de duplicacién (h).

Determinacién del pH: A cada muestra se le midi6é el pH como se describe en el

epigrafe 2.4.1.

4.2.1 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé segun el epigrafe 2.6. Los conteos de
las UFC.mL" no cumplieron con los supuestos tedricos del ANOVA, por lo que se
empled la transformacion a Log para lograr el cumplimiento de los mismos. El
analisis de varianza se realizd para determinar la presencia de diferencias en la
cinética de crecimiento entre las diferentes horas de muestreo (0, 4, 8, 12, 16, 20y
24 h) para cada uno de los medios de cultivo (MRS y MCL31) y en el pH alcanzado

en cada medio de cultivo.

4.3 Estudio de la estabilidad del biopreparado bajo condiciones de

almacenamiento
4.3.1 Diseio experimental y condiciones de cultivo del biopreparado

Para definir la estabilidad de este producto bioldgico se utilizé la metodologia
descrita por Ronddn (2009). Se desarrollé un disefio completamente aleatorizado
con arreglo factorial 9x2 (nueve momentos de muestreo: 1, 7, 15, 30, 60, 90, 120,

150 y 180 dias con dos temperaturas: 4°C y temperatura ambiente) y tres
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repeticiones. El inéculo se obtuvo a partir de un cultivo de Lactobacillus L31 en caldo
MRS por 18 h a 37°C en condiciones estaticas. El microorganismo se inocul6 en 54
frascos de 500 mL de capacidad con caldo MCL31 ajustado a pH 6,5, los que se
mantuvieron a 37°C por 48 h. Pasado el periodo de incubacion, las muestras se
almacenaron a temperatura ambiente y refrigeracidn (4°C) hasta 180 dias. En cada
tiempo de muestreo se realizé el conteo de viables (ver epigrafe 2.3.2) y se

determind el pH (ver epigrafe 2.4.1).
4.3.2 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizd segun el epigrafe 2.6. Se utilizé6 un
analisis de varianza simple para determinar la presencia de diferencias en el conteo

de viables y el pH en las dos temperaturas estudiadas.

Resultados y discusion

Disefio y optimizacion de un medio de cultivo para el crecimiento de
Lactobacillus L31

En la tabla 7, se presenta la matriz codificada con cada una de las combinaciones
(16) y se reflejan los resultados que se obtuvieron para el conteo de las UFC.mL™*
(expresado en LN UFC.mL™1).

A partir del programa Statgraphics Centurion 19.1.1 sobre Windows se desarroll6
el analisis de los resultados. El modelo estimd, segun los datos experimentales,
que el conteo de las UFC.mL* tuvo un valor maximo cuando X1 (ART), X2 (NT) y X3
(volumen del indculo) presentaban las concentraciones éptimas que se muestran

en la tabla 8.
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Tabla 7. Matriz codificada y resultados del conteo de UFC.mL"! (transformados a

LN) para el cultivo de la cepa Lactobacillus L31 segun disefio compuesto central

rotativo.
X1 X2 ’X3 LN UFC.mL™1
(ART) (NT) (INOCULO) Bloque 1 Bloque 2 Bloque 3
1 20 3 15,9 22,12 22,62 22,82
2 28,4 3 100 27,98 27,38 27,28
3 25 4 50 24,89 24,89 24,59
4 15 4 150 24,89 24,46 24,39
) 15 2 150 24,67 24,97 24,47
6 11,59 3 100 22,56 22,46 22,16
7 15 2 50 22,56 22,36 22,46
8 20 1,32 100 26,67 26,51 26,37
9 25 2 50 25,54 25,21 25,94
10 20 3 100 27,45 27,12 27,65
11 20 4,68 100 27,98 27,58 27,78
12 25 4 150 26,83 26,13 26,63
13 25 2 150 24,78 24,98 24,28
14 20 3 100 27,98 27,33 27.68
15 15 4 50 22,89 22,19 22,99
16 20 3 184,09 25,76 25,12 25,26

Tabla 8. Valores 6ptimos de cada variable en el medio de cultivo para el crecimiento
de Lactobacillus L31.

Variable Optimo
X1: Azucares reductores totales (g.L-1) 22,63
X2: Nitrogeno total (g.L-1) 3,61

X3: Inéculo (mL) 111,7
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En la figura 6, se aprecian los valores Optimos para cada uno de los factores,
observandose la concavidad en los maximos. La tabla ANOVA presentada en el
Anexo 2 divide la variabilidad de LN UFC.mL™* en partes, separadas en piezas para
cada uno de los efectos. A continuacion, prueba el significado estadistico de cada
efecto al comparar el cuadrado medio con una estimacion del error experimental.
En este caso, cuatro efectos tienen valores de P inferiores a 0,05, lo que indica que

son significativamente diferentes (95,0% de nivel de confianza).

Estimated Response Surface
INOCULO

LN UFC mL

Figura 6. Influencia de los azucares reductores totales (ART), nitrdgeno total (NT)

y el indculo en la variable respuesta LN UFC.mL"! de la cepa Lactobacillus L31.

El estadistico R? indica que el modelo ajustado explica 90,86% de la variabilidad
en LN UFC.mL™. El estadistico R? ajustado, que es mas adecuado para comparar
modelos con diferentes numeros de variables independientes, fue de 88,69%. El
error estandar de la estimacion muestra la desviacion estandar de los residuos igual
a 0,66. El error absoluto medio (MAE) fue de 0,47, es el valor promedio de los
residuos. La estadistica de Durbin-Watson (DW) prueba los residuos para

determinar si existe alguna correlaciéon significativa basada en el orden en que
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ocurren en el archivo de datos. Dado que el valor P es inferior a 0,05, hay una
indicacion de posible correlacion.

Este panel muestra la ecuacidn de regresion que se ajusto a los datos. La ecuacion
del modelo ajustado es: Var 1=  -5.00621+2.04337*Factor A +
1.02239*Factor_B+1.44991*Factor_C-0.0430236*Factor A2+
0.02425*Factor_A*Factor_B-0.0163833*Factor_A*Factor_C-
0.305444*Factor_B"2+0.05675*Factor_B*Factor_C -0.0574488*Factor_C"2

Como resultado final, en la tabla 9 se muestra la composicién del medio MCL31
gue se obtuvo para elaborar un litro del biopreparado. Las investigaciones
encaminadas al disefio de medios de cultivo que alcancen elevadas
concentraciones microbianas (>107 UFC.mL™) son elementos importantes en el
desarrollo de bacterias lacticas como probioticos (Sosa-Cossio et al., 2025). Los
lactobacilos requieren medios complejos con diversos aminoacidos, vitaminas,
factores de crecimiento y carbohidratos fermentables, que estimulan su crecimiento
(Liew et al., 2005).

Tabla 9. Composicion del medio de cultivo para el crecimiento de Lactobacillus L31
(MCL31).

Componentes g.L?
Miel final de cafa (36% de ART) 62,86
HELSc (8,8% de NT) 41,02
K2HPO4 2
MgS0O4.7H20 0,2
MnSOa4. H20 0,02

pH: 6,5 £ 0,2. Volumen de inéculo: 111,7 mL.L-1

La formulacion del nuevo medio de cultivo se condujo principalmente para la
composicion de fuentes de carbono y nitrégeno. Se conoce que la miel final de
cafa de azucar posee como constituyente sacarosa, glucosa y fructosa (Sosa et

al., 2018). Estos aportan altas concentraciones de ART, los cuales pueden
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utilizarse por los microorganismos como fuente de energia. Por su parte el
hidrolizado de levaduras presenta en su composicion 8,8% de NT, por lo que
constituye una alternativa para la incorporacion de fuentes nitrogenadas en los
medios de cultivo. En Cuba, Milian et al. (2004) validaron este hidrolizado como
sustituto del extracto de levadura en diferentes medios de cultivo microbiolégicos,

entre los que se encontraba el medio MRS para el cultivo de lactobacilos.

Se reconoce por otros investigadores que los biopreparados probidticos deben
presentar una concentracion de 10° UFC.mL! para aplicarse en los animales
(Brizuela, 2003). En el presente experimento se obtuvieron conteos de viables
superiores a 12 Log UFC.mL* a las 24 h, por lo tanto, las concentraciones de ART
y NT que se estimaron, resultaron éptimas para producir el medio de cultivo que
posteriormente se utilizara en la elaboracion del biopreparado. Resultados

similares a los obtenidos en este estudio se reportaron por Vera et al. (2021).
Estudio de la cinética de crecimiento de Lactobacillus L31

En la figura 7 se observa que el MCL31 resulté ser un medio de cultivo eficaz para
el crecimiento de la bacteria. Al comparar el crecimiento de Lactobacillus L31 en
este sustrato con respecto al que se obtuvo en el medio de referencia MRS, solo
se observan diferencias a las 4 y 8 h del crecimiento (P<0,01). Estos resultados
indican gue los componentes del MCL31 como: la miel final de cafia de azucar (rica
en azucares fermentables), las sales minerales (calcio, fésforo y magnesio) y el
hidrolizado enzimatico de levaduras (aporta aminoacidos esenciales, vitaminas,
minerales y oligosacaridos de glucano y manano), suplieron los requerimientos
nutricionales de los lactobacilos de forma similar al medio MRS (Pérez, 2000; Sosa
et al., 2018).

Se corroboré que a las 4 horas, la cepa se encontraba en la fase exponencial en
ambos medios y que esta etapa se prolonga mas alla de las 24 horas, aunque se
detectan diferencias a las 4 y 8 h. Estos contrastes se relacionan con la adaptacion
de Lactobacillus L31 al nuevo sustrato presente en el MCL31, ya que el in6culo

inicial se desarrollo en el MRS. Resulta importante definir estos resultados, ya que
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son determinantes en el establecimiento del tiempo que debe activarse el cultivo a

escala de laboratorio para obtener la poblacidon de células probiéticas necesarias.

15
14
13
12
11
10

Log UFC.mL?

U OO N o0

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)
e=@=\ICL31 a=@=\IRS

Figura 7. Cinética de crecimiento de Lactobacillus L31 en los medios MRS y MCL31.
Hora 0: P = 0,2503 y + EE = 0,007; Hora 4: P = 0,0078 y + EE = 0,013; Hora 8: P = 0,0056 y + EE =
0,024; Hora 12: P = 0,0678 y + EE = 0,01; Hora 16: P=0,3112, EE: 0,034; Hora 20: P= 0,1412, EE:
0,054; Hora 24: P = 0,3940 y + EE = 0,023. Letras diferentes indican diferencias segun prueba de
rangos multiples de Tukey HSD (p<0,01).

Los resultados anteriores son superiores a los reportados en varios estudios donde
utilizaron la melaza de cana de azucar para el crecimiento de diferentes tipos de
microorganismos probidticos; entre ellos, se encuentran los publicados por Acosta-
Piantini et al. (2023) quienes emplearon la melaza de cafa de azucar pretratada
como medio de fermentacion para producir biomasa de la cepa probidtica
Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19 (LPPF19). Estos autores observaron
una viabilidad celular de 9,58 Log UFC.mL! y demostraron que era un medio
econdmico para producir este microorganismo a escalas productivas. Chin et al.
(2024) obtuvieron altas concentraciones de una cepa de Lactobacillus acidophilus

en un medio optimizado, a base de melaza de cafa y de extracto de levadura.
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En las figuras 8 y 9, se muestran las lineas de tendencia con sus respectivas

ecuaciones de regresion y los valores de R? del cultivo de Lactobacillus L31 en los
medios MCL31 y MRS.

LN UFC mL?

33
31
29 y=0,6426x + 16,103
27 R2=0,9911
25
23
21
19
17
15

1=0,64 hl
td=1,08 h

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)

28

Figura 8. Grafico de dispersién y aplicacion de la linea de ajuste para la

determinacion de la velocidad de crecimiento en el medio MRS (P<0,01).

LN UFC mL+?

33

31
2 y = 0,6207x + 15,667

27 R2=0,9872
25
23
21
19
17
15 @

0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)

pu=0,62 h1
td=1,12 h

28

Figura 9. Grafico de dispersién y aplicaciéon de la linea de ajuste para la

determinacion de la velocidad de crecimiento en el medio MCL31 (P<0,01).

En la tabla 10 se presentan los resultados del calculo de la velocidad de crecimiento

y el tiempo de duplicacion de Lactobacillus L31 en los medios de cultivos que se

emplearon. Los resultados confirman que la sustitucion de las fuentes de nitrégeno

y carbono por materias primas menos puras y mas asequibles, no produjo una
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afectacion sensible de la concentracion de la poblacidn microbiana ni en la

velocidad de crecimiento de la bacteria.

Tabla 10. Velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacién de
Lactobacillus L31 en los medios MRS y MCL31.

Cepa Medios Velocidad especifica de Tiempo de R?
crecimiento (M) duplicacién (td)
L31 MRS 0,64 h1+ 0,025 1,08 h £ 0,025 0,99
MCL31 0,62 h1+ 0,024 1,12 h £ 0,024 0,98

La velocidad de crecimiento es un factor importante en el predominio de los
microorganismos en un ecosistema y esta caracteristica es esencial en la seleccion
de un microorganismo probidtico. Rojas et al. (2021) definieron que cuando se
evaluan las potencialidades de las cepas candidatas a probidticas se debe
comprobar que estas presenten una alta velocidad de crecimiento y un tiempo de
duplicacion igual o cercano a una hora. De esta manera, los microorganismos que
se utilicen, tendran mayores posibilidades de duplicarse rapidamente en el TGl y
colonizar este ecosistema. En este sentido, se demostré en el presente trabajo que

esta cepa posee esta caracteristica.

En la figura 10, se presentan los resultados correspondientes a la disminucion del
pH por Lactobacillus L31 en los dos medios que se utilizaron. No se observan
diferencias en los valores alcanzados al final del ensayo (p<0,01), los cuales fueron
4,23 en el medio MRS y 4,32 en el MCL31, una tendencia que es caracteristica de

este género microbiano.

Reportes realizados por otros investigadores reflejan diferencias en cuanto a la
cinética de crecimiento y las variaciones de pH del medio por cepas de
Lactobacillus. EI comportamiento del candidato a probidtico Lactobacillus 22 LMC
en un medio con residuos industriales se estudid por Vera et al. (2021). Los

sustratos utilizados fueron: melaza de cana de azucar (20%), suero de leche
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(33,0%) y levadura hidrolizada (10,36%) (MLS). Como control se empled el medio
de referencia MRS. En ambos medios se alcanzaron concentraciones celulares
superiores a 12 Log UFC.mL™? a las 48 h. Con la utilizacién del MCL31, estos
resultados se alcanzan aproximadamente entre las 18-20 h. Con respecto al pH,
este autor observé un patron mas acido con una disminucion del pH de 6,5 a 3,11

en el medio MLS y de 6,5 a 4,01 en el medio comercial.

0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (dias)

——pH MCL31 =@=pH MRS

Figura 10. Comportamiento del pH durante la cinética de crecimiento de
Lactobacillus L31 en el medio MRS y el MCL31 (p>0,01). Las barras representan

la desviacion estandar.

Sosa-Cossio et al. (2025) disefnaron medios de cultivo econémicos para el
crecimiento de Lactobacillus pentosus LB-31. Para ello formularon cinco medios
(M2, M3, M4, M5 y M6) a partir de la composicion del medio tradicional MRS y se
sustituyeron las fuentes de carbono y de nitrdgeno por melaza de cana y urea,
respectivamente. Los resultados mostraron que LB-31 tuvo su mayor
concentracion a las 12 h, con 8,72 Log UFC.mL! en el medio M4, sin diferencias
con el medio control. Las velocidades especificas maximas de crecimiento fueron
inferiores en todos los medios con respecto al control y, consecuentemente, el
tiempo de duplicacion de la biomasa fue superior. ElI pH disminuyé en todos los
medios hasta valores inferiores a 3,9 y LB-31 fue capaz de producir acido lactico

56



Capitulo 4

(6,61 g.Lt), acético (2,51 g.L %) y férmico (14,87 g.L ) en el medio M4, por lo que
este medio pudiera ser una alternativa econdémica para la obtencion del probidtico

en estudio.

Torres (2018), evalué el crecimiento de dos bacterias lacticas probidticas
(Lactobacillus casei ATCC 393 y Lactobacillus rhamnosus ATCC 9469) en un
medio formulado con suero lacteo suplementado con extracto de levadura, fibra
prebidtica (inulina) y una mezcla predisenada de minerales y micronutrientes. Se
valord el desempefio del nuevo sustrato con respecto al medio MRS y se tuvo en
cuenta la variable rendimiento de biomasa como parametro de respuesta. L. casei
mostré un crecimiento maximo de 14,05 Log UFC.mL* en el medio que contenia
2,80 g.L* de inulina y 4,30 g.L! de extracto de levadura, mientras que en el medio
comercial MRS mostré un crecimiento de 14,19 Log UFC.mL1. Para L. rhamnosus,
el disefio validado de inulina (2,0 g.L?) y extracto de levadura (4,90 g.L™1), arrojo un
crecimiento maximo de 12,54 Log UFC.mL", muy similar al manifestado en el

medio de cultivo tradicional, donde crecié hasta 12,60 Log UFC.mL™.

Kavak et al. (2022) determinaron las condiciones optimas de crecimiento de L.
fermentum NBC-08 a través del Método de Superficie de Respuesta y verificaron
la influencia de las concentraciones de glucosa, extracto de levadura, sales
inorganicas y el Tween 80. Como resultado de este ensayo estos autores
concluyeron que los valores Optimos para el desarrollo del microorganismo son:
96,06 g.L! de glucosa, 40,76 g.L* de extracto de levadura, 19,43 g.L! de sales
inorganicas y 11,01 mL.L' de Tween 80. Bajo estas condiciones el maximo

crecimiento que se alcanzo fue de 10,75 Log UFC.mL".

Myo et al. (2025) optimizaron un medio rentable para el cultivo del candidato a
probidtico Lactiplantibacillus plantarum 22F (L22F). Para ello evaluaron su
viabilidad industrial y su perfil metabdlico funcional. El medio éptimo comprendia 9
g.Lt de glucosa, 14,1 g.L* de proteina de sojay 14,1 g.L* de extracto de levadura,
suplementado con minerales. En la fermentacién de 50 L, L22F alcanzé 9,20 Log
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UFC.mL* a las 12 h, con un azucar residual de 1,50 g.L* y un pH de 3,99.
Resultados superiores se obtuvieron en el presente trabajo cuando a las 12 h se

detectd una poblacion superior a 10 Log UFC.mL™.

El uso de fuentes no convencionales para el desarrollo de medios de cultivos
industriales que involucran el crecimiento de L. rhamnosus se estudié por De La
Rosa et al. (2023). Realizaron cinéticas de fermentacién durante 24 h con
mediciones cada 6 h para 30 combinaciones diferentes de medios de cultivo. El
crecimiento optimo se manifesté cuando utilizaron como sustrato 15,76 g.L* de
azUcar, 14,24 g.L* de suero de leche y 10,00 g.L* de leche de soya, alcanzandose
una viabilidad similar al medio de cultivo comercial. Con los valores de viabilidad
obtenidos se calcul6 la velocidad de crecimiento microbiano y el valor mas alto fue
de 0,47 hl. El pH en este medio fue de 4,72, mientras que en el medio de cultivo

control se obtuvo una velocidad de crecimiento de 0,30 h"ty un valor de pH de 8,07.

Los resultados de este experimento validan la utilizacién del MCL31 para la
elaboracion del biopreparado a escala de laboratorio. El empleo de este medio de
cultivo para el crecimiento de Lactobacillus L31 posibilitara la obtencién de un
producto biolégico con componentes nacionales de bajo costo y sustituira el uso

del MRS como medio tradicional para el crecimiento de lactobacilos.

Estudio de Ila estabilidad del biopreparado bajo condiciones de

almacenamiento

La prueba de estabilidad es la principal herramienta para evaluar la fecha de
caducidad y las condiciones de almacenamiento para productos biologicos. En las
figuras 11 y 12 se representa la dinamica del comportamiento de la viabilidad y el
pH del cultivo Lactobacillus L31 desde el primero hasta los 180 dias de muestreo

respectivamente.
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Figura 11. Dinamica del comportamiento de la viabilidad celular del biopreparado
Lactobacillus L31 durante su almacenamiento a 4°C y a temperatura ambiente
(temp amb). Letras diferentes indican diferencias segun prueba de rangos multiples

de Tukey HD (p<0,01). Las barras representan el error estandar.
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Figura 12. Comportamiento del pH del biopreparado Lactobacillus L31 durante su
almacenamiento a 4°C y a temperatura ambiente. Letras diferentes indican
diferencias segun prueba de rangos multiples de Tukey HSD (p<0,01). Las barras

representan el error estandar.
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Hasta los 90 dias, el biopreparado mostro estabilidad en el conteo de viables, tanto
a temperatura ambiente como en refrigeracion (>12 Log UFC.mL™) sin diferencias
entre las muestras (P<0,01); sin embargo, a los 120 dias se observé una
disminucién de la estabilidad con respecto a los conteos iniciales, que se mantuvo
por encima de 7 Log UFC.mL? hasta los 180 dias al almacenarse en ambas
temperaturas. Estos resultados son coherentes con los recomendados por la FAO,
quienes consideran que la concentracion celular para un alimento probidtico debe

estar entre 6-7 Log UFC.mL* seguin expresé Betancur et al. (2020) en su articulo.

En cuanto al comportamiento del pH, se observan diferencias entre las temperaturas
estudiadas. Existe una mayor disminucidon de este parametro cuando el
biopreparado se encuentra a temperatura ambiente. Esto se debe a que la actividad
metabdlica de los lactobacilos se incrementa bajo estas condiciones, porque son
bacterias mesofilas (temperatura 6ptima de crecimiento entre 30-37°C) y ocurre una
fermentacidn mas activa de los carbohidratos disponibles para producir acido
lactico, que es el responsable de la disminucion del pH. A temperaturas bajas, el

metabolismo celular se ralentiza drasticamente.

La literatura cientifica informa varios estudios de estabilidad de bacterias
probidticas con tiempos inferiores al presente estudio. Betancur et al. (2020),
evaluaron la viabilidad de una cepa de Lactobacillus plantarum CAM-6 en
condiciones de refrigeracion (4°C) durante 48 dias. El microorganismo se mantuvo
estable solo 24 dias, sin embargo, la poblacion bacteriana presente a los 48 dias

(>108 UFC.mL™?) era suficiente para ejercer actividad probiotica.

Vera et al. (2021) estudiaron la estabilidad en anaquel de un probiético formulado
con Lactobacillus plantarum 22 LMC a una temperatura de 5 + 3°C durante 60 dias.
Utilizaron dos concentraciones 1x10° y 1x10°® UFC.mL?' y en ambos casos
observaron una disminucién del recuento de viables a partir de los 35 dias de

almacenamiento.
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Recientes investigaciones desarrolladas por Sosa-Cossio et al. (2024), estudiaron
la estabilidad de la cepa Lactobacillus pentosus LB-31 durante 180 dias en dos
temperaturas. Los resultados demostraron que el cultivo mantuvo estabilidad en su
viabilidad durante 14 dias a temperatura ambiente, para luego disminuir la
concentracion celular de 7,64 a 7,02 Log UFC.mL*. Posteriormente, se mantuvo el
91% de su viabilidad hasta los 30 dias. En esta variante, el pH del biopreparado
disminuy6 de 5 a 4,4. En condiciones de refrigeracion, LB-31 se comport6 estable
hasta los 60 dias con una concentracion de 7 Log UFC.mL%, que mas tarde
disminuyo a 6 Log UFC.mL! con una viabilidad de 78% y un pH superior a 4,5 al

finalizar el estudio.

Bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura empleadas en el presente
ensayo, dos Santos et al. (2019) determinaron la estabilidad de Lactobacillus casei,
cultivado en jugo de cocoa e informaron que la concentracion microbiana disminuia
de 8 a7 Log UFC.mL™.

La estabilidad en el tiempo observada para el biopreparado probidtico con
Lactobacillus L31 (90 dias), garantiza que la poblacion de lactobacilos viables se
mantenga dentro del rango efectivo durante su vida util y que estos
microorganismos sean capaces de producir las sustancias antimicrobianas
necesarias para beneficiar la salud de las abejas. Estos estudios son un factor clave
para generar confianza en su aplicacion por los apicultores, quienes necesitan

tener la seguridad de que, el producto que aplican es eficaz.

Conclusiones parciales

1. Se demostr6 que el nuevo medio de cultivo (MCL31) que se disefid y optimizo
con componentes de origen nacional, constituye un medio adecuado para el
crecimiento de la cepa Lactobacillus L31, ya que las bacterias manifiestan
velocidades de crecimiento similares a las que se obtienen cuando se utiliza

el medio MRS o medio de referencia.

61



Capitulo 4

2. Se comprobd que el biopreparado obtenido, presenta estabilidad en la
viabilidad microbiana hasta los 90 dias, tanto a temperatura ambiente como
en refrigeracion y hasta los 180 dias la poblacién microbiana se mantuvo

viable por encima de 10’ UFC.mL™%.
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CAPITULO 5. EVALUACION DE LA SEGURIDAD DE APLICACION DEL
BIOPREPARADO DE Lactobacillus L31 EN ABEJAS ADULTAS (Apis mellifera L.)
A ESCALA DE LABORATORIO.

Introduccién

La seguridad de aplicacion de los probidticos es un aspecto primordial para
garantizar la salud de las abejas. Estudios recientes abordan la evaluacion de la
supervivencia de estos insectos cuando se aplican cepas de Lactobacillus
candidatas a probidticos en el alimento. Investigaciones innovadoras reconocen la
ausencia de efectos adversos sobre la salud de las larvas y abejas adultas tras la

suplementaciéon de este género microbiano (Urcan et al., 2024a).

La creciente preocupacién por los problemas de seguridad asociados con las
células microbianas vivas aumenta el interés en el uso de componentes celulares y
metabolitos derivados de cepas probidticas. De ahi que el objetivo del presente

capitulo fue:

v' Evaluar la seguridad de aplicacién del biopreparado Lactobacillus L31 en

abejas adultas (A. mellifera).
Materiales y métodos especificos
5.1 Elaboracién del biopreparado. Cepa y condiciones de cultivo

La cepa Lactobacillus L31 se cultivé en caldo MRS por 18 h a 37°C (incubadora,
Boxun) en condiciones estaticas y posteriormente, se realizdé la inoculaciéon del
medio MCL31 (tabla 9) con 111,7 mL.L* del cultivo iniciador (concentracion de 102
UFC.mL?). Pasadas las 24 h de incubaciéon a 37°C en condiciones estaticas, el
biopreparado obtenido se conservé a 4°C hasta su utilizacion. Para determinar su
calidad se realizaron los conteos de viables a través del método de las diluciones

seriadas (ver epigrafe 2.3.2).
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5.2 Preparacion del jarabe

El jarabe (hidromiel) que se utiliz6 como alimentacion artificial se formulé en una
proporcion de 1:1 v/v (miel/agua destilada estéril). A partir de su preparacion se
realizd el conteo de BAL a través del método descrito anteriormente (epigrafe
2.3.2).

El alimento se dispuso en frascos plasticos (100 mL) invertidos (figura 13) con las
tapas horadadas, por cuyos orificios salia el alimento para el consumo de las
abejas. Durante los 10 dias que duro6 el ensayo, el jarabe se preparé diariamente
para cada uno de los tratamientos y se reemplazoé por uno nuevo de caracteristicas

similares. EI consumo del alimento por las abejas fue ad libitum.

Figura 13. Cajas con panales de abejas utilizadas para la aplicacion de los

diferentes tratamientos.
5.3 Condiciones experimentales y tratamientos

El experimento se desarrollé durante 10 dias, del 16 — 26 de mayo de 2024. Las
abejas utilizadas en el experimento procedian del Centro de Crias de Abejas
Reinas, epizootiologicamente evaluado como saludable (cuadrante 39-119-90),
perteneciente a la UEB Apicola Matanzas, ubicada en el municipio de Jovellanos.

Las abejas y sus reinas se seleccionaron de 12 nucleos de fecundacién con iguales
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condiciones de tenencia y fortaleza, para mantener la mayor homogeneidad en la

poblacion.

De cada cuadro se tomaron las abejas a los dos dias de emerger y se alojaron en
cajas de madera y cristal disefiadas por especialistas de la propia empresa. Estas
cajas se conformaron con las siguientes dimensiones: 41 cm de largo, 9 cm de
ancho y 29 cm de altura. En la parte inferior se situ6 un sistema de dos bandejas
para la introduccion de las abejas y el retiro de las abejas muertas, sin permitir la
salida de las mismas. En cada caja se introdujo un panal de crias (de uno a dos dias

de edad) con su reina, para lograr similitud con las condiciones de vida en la colonia.

Una vez colocadas las abejas dentro de las cajas, se transportaron hasta el
Laboratorio de Microbiologia perteneciente a la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Matanzas (UM) segun las condiciones que se describen en el
epigrafe 2.5. Al llegar al laboratorio se dejaron reposar 24 horas y se enumeraron
las cajas de manera consecutiva para su posterior identificacién durante el ensayo
in vivo. Posteriormente, las abejas se inmovilizaron a baja temperatura (4°C)
durante 10 min, para ajustar la poblacién a razén de 100 individuos por caja (figura
13). Las cajas se mantuvieron estaticas en meseta, en un area oscura, protegidas
de la luz directa, a temperatura ambiente (25-30°C, entre 50-60% de humedad

relativa).
5.4 Tratamientos y disefo experimental

El experimento de desarrollé con un disefio completamente aleatorizado con tres
cajas por tratamiento. Se emplearon 4 tratamientos: 1) Control: solo consumo de
hidromiel; 2) hidromiel + biopreparado Lactobacillus L31; 3) hidromiel + células de
Lactobacillus L31 y 4) hidromiel + sustancias postbidticas producidas por
Lactobacillus L31.

Para los tratamientos 3 y 4 se elabor6 1 L del biopreparado, el cual se centrifugd
(centrifuga T23Janetzki) a 5000 rpm durante cinco minutos, para obtener las

células de Lactobacillus L31 y las sustancias postbidticas (sobrenadante)
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producidas. Las células de Lactobacillus L31 se lavaron dos veces con buffer salino
fosfatado estéril (PBS) y luego se suspendieron en este mismo buffer, ajustandose
a la escala 0,5 de MacFarland (1,5x10%8 UFC.mL™1). El biopreparado, las células de
Lactobacillus L31 y las sustancias postbiéticas se adicionaron en la hidromiel en

una proporcion de 1:50 (v/v).
5.5 Indicadores analizados

Tasa de supervivencia (TS): Se determiné al final del experimento a partir de la

férmula: TS = total de abejas vivas/total de abejas * 100

Mortalidad (M): Esta variable se monitore6 diariamente durante los dias que duré
el experimento. Al final del ensayo, a partir del conteo de las abejas muertas se
determind la mortalidad del periodo estudiado a través de la férmula: M =

namero de muertes/total de abejas * 100.

Consumo de jarabe: El consumo de alimento se observé cada 24 h. La cantidad
de jarabe anadido durante los diez dias del experimento se anoto y se le resto el
volumen de jarabe no consumido diariamente por cada caja. EI consumo total se
dividié entre los 10 dias que duré el experimento para expresar el consumo diario
(mL.d?).

Conteo de BAL presentes en el TGI de abejas. Se tomaron muestras del TGl de
cinco abejas por tratamiento los dias 1, 3, 6 y 10. A partir de la apertura de la
cavidad abdominal se removio el intestino con una pinza estéril. Para preparar las
muestras se tomo el tracto digestivo, y el contenido intestinal se homogenizé en 9
mL de suero fisiolégico (0,85% de NaCl). Se realizaron diluciones seriadas y la

siembra en placas con agar MRS, las que se incubaron a 37°C por 48 horas.

Sintomatologia de enfermedad / signos de enfermedad: Se chequed
diariamente mediante el método de la observacion visual del insecto, asi como la
deposicion de las heces durante su movimiento por el fondo y el derramamiento de
estas en el cristal frontal de las cajas. Se dejo constancia de la sintomatologia
observada en cada grupo de abejas, y se resalté los que mostraron dificultad
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locomotora, alas dobladas y distension del abdomen por el acumulo de heces en

ellos.

Estado sanitario: Para evaluar el estatus sanitario de la poblacion de abejas se
realizd un control diagndstico al final del experimento (10 d), midiéndose los niveles
de infestacion de las principales enfermedades declaradas por el sistema de
vigilancia Estatal de Sanidad Animal; se siguieron los protocolos descritos en las
normas cubanas de Varroosis (NC-960, 2018) y Acarapisosis (NC-961, 2018).

5.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos de la supervivencia, la mortalidad, el consumo
del jarabe y el conteo de BAL presentes en el tracto digestivo de las abejas se
realizd segun el epigrafe 2.6. En los casos necesarios se aplicé un ANOVA simple

para comprobar diferencias entre los tratamientos.
Resultados y discusién

El probidtico suministrado, en ninguna de sus variantes, mostréo signos de
intoxicacion en las abejas. Durante el ensayo in vivo, no se observaron sintomas de
enfermedad y el estado sanitario fue favorable para los cuatro tratamientos. Sin
embargo, se observo que, con la aplicacién del aditivo microbiano, se redujo la
cantidad de abejas muertas en el periodo evaluado. La tabla 11 muestra los
resultados de la mortalidad observada en las abejas durante los diez dias. Se
aprecian diferencias (P<0,01) entre los tratamientos. Se observé que el grupo
control (T1) y el T4 (sustancias postbiéticas) mostraron la mayor tasa de mortalidad.
Resultados similares observaron Pachla et al. (2021), quienes refirieron que la
suplementacion de la dieta de sacarosa de A. mellifera con bacterias acido lacticas
fructofilicas (FLAB) disminuyd la mortalidad y mejoré significativamente la
longevidad de las abejas meliferas criadas en jaulas.
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Tabla 11. Comportamiento de la mortalidad en los diferentes tratamientos durante

el ensayo in vivo.

Tratamientos Mortalidad (%) EE P
T1 Control 26,542 0,22
T2 Biopreparado 23,52b 0,21
T3 Células de Lactobacillus L31 24,55P 0,45 0,01
T4 Sustancias postbidticas 27,082 0,36
producidas por Lactobacillus

L31

a. b Medias con letras diferentes difieren para p<0,01 (Tukey HSD).

Los resultados del ensayo in vivo realizado en la presente investigacion, muestran
que el suministro de la cepa candidata a probidtico Lactobacillus L31 favorecié la
vitalidad de las abejas que lo consumieron. En la tabla 12, se expone la tasa de
supervivencia por tratamientos durante los diez dias de evaluacion del efecto de
los grupos experimentales en las abejas. Los tratamientos T2 y T3 resultaron los
de mayor tasa de supervivencia y estos difieren (P<0,01) de los tratamientos T1 y
T4 donde se observd mayor numero de muertes. En todos los grupos
experimentales se mantuvo la fortaleza y vitalidad de la colonia, incluso posterior

al periodo experimental.

Estos resultados pudieran asociarse a las bondades que les confiere la cepa
probidtica ingerida en la hidromiel. Se conoce que los lactobacilos desarrollan
diferentes mecanismos que favorecen su resistencia a las condiciones adversas
del ecosistema gastrointestinal, ademas de que poseen la capacidad de adherirse
a la mucosa, lo que le permite excluir a microorganismos patégenos y estimular el
sistema inmune (Brar et al.,, 2025). Por estas razones, son diversas las
investigaciones que se realizan con el propésito de evaluar su efecto en la salud

de los animales.
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Tabla 12. Comportamiento de la tasa de supervivencia en los diferentes

tratamientos durante el ensayo in vivo.

Tratamientos Tasa de supervivencia (%) EE P
T1 Control 73,46 0,26
T2 Biopreparado 76,482 0,32
T3 Células de Lactobacillus L31 75,452 0,41 0,01
T4 Sustancias postbioticas 72,92b 0,33
producidas por Lactobacillus

L31

Medias con letras diferentes difieren para p<0,01 segun prueba de rangos multiples de Tukey HSD.

En este sentido, Truong et al. (2023) aislaron diferentes cepas de lactobacilos de
abejas sanas y seleccionaron (L. apis HSY8_B25, L. panisapium PKH2 L3 y L.
melliventris HSY3 B5) aquellas que cumplian con los requisitos para ser
candidatos a probidticos segun los resultados obtenidos en la seguridad de su
aplicacién en larvas, actividad inhibitoria contra P. larvae en larvas infectadas y alta
capacidad de adhesion. Estos autores demostraron que estas cepas de
lactobacilos, aisladas de abejas adultas, crias y panales, colonizaron el microbioma
intestinal, por lo cual, pueden usarse como cepas probidticas seguras, ya que

ejercen efectos beneficiosos para la salud y la vitalidad de estos insectos.

Estos resultados pudieran asociarse con el suministro del alimento artificial, donde
en los tratamientos T1 y T4 la dieta se basd en hidromiel (T1) ademas de las
sustancias postbidticas (T4). En estos casos, la poblacion de lactobacilos que
recibieron las abejas fue inferior (10 UFC.mL?1) a la suministrada en los
tratamientos T2 y T3, donde ademas de la hidromiel, el biopreparado (T2) y las
células de L31 (T3) aportan bacterias viables (10° UFC.mL') del microorganismo

en estudio.
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El incremento de la supervivencia en las abejas donde se aplicaron células vivas
puede estar dado por las funciones que desarrollan los lactobacilos en este
ecosistema. Se conoce que favorecen la nutricidn, la integridad de la mucosa, el

estado inmune y el desarrollo fisiolégico en general.

Diferentes autores refieren que el aumento de la microbiota beneficiosa,
fundamentalmente lactobacilos, es esencial para la digestion y la nutricién de las
abejas, ya que son capaces de descomponer carbohidratos complejos y proteinas
presentes en la dieta. También se informé que algunas especies contribuyen a la
produccion de vitaminas como la biotina y la riboflavina, indispensables en el
crecimiento y desarrollo de estos insectos. Se reportd ademas la sintesis de
sideroforos como la enterobactina, que puede unirse y transportar al hierro,
elemento esencial para la nutricion de las abejas (Alberoni et al., 2016; Cuesta-
Maté et al., 2021; Todorov et al., 2024)

Diferentes autores investigaron la seguridad de aplicacion de probidticos a través
del uso de otros métodos. Tal es el caso de Zulkhairi Amin et al. (2023), quienes
evaluaron la toxicidad aguda y subaguda de Bacillus amyloliquefaciens HTI-19
(aislada de la miel de abejas sin aguijon) en ratas. En este estudio los roedores
recibieron una dosis baja (1x10° UFC.mL™1), media (3x10° UFC.mL™), o alta (1x
1019 UFC.mL™!) del biopreparado el cual se suministré diariamente por jeringa
durante 14 dias. Durante el estudio no se observé mortalidad ni anomalias
significativas en ratas durante todo el periodo experimental. Sin embargo, en la
semana 2 del estudio agudo, el peso corporal de las ratas mostré un aumento
significativo (p = 0,05) en comparacién con el control. En general, estos datos
indicaron que la administracién oral de B. amyloliquefaciens HTI-19 hasta 1x10°

UFC.mL* durante 28 dias puede considerarse seguro.

Diferentes autores consideran que, a pesar de las propiedades medicinales o
preventivas de los probiéticos, el uso generalizado de bacterias probidticas no se
ha controlado en términos de seguridad y toxicidad en diferentes dosis o vias de
administraciéon. Se sabe que los probidticos beneficiosos no presentan infectividad,
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patogenicidad, efectos secundarios ni propiedades toxicologicas (Gayathri &
Krubha, 2021). Sin embargo, la aplicacion de bacterias en la alimentacion de las
abejas debe valorarse adecuadamente debido a la sensibilidad de estos insectos

ante factores estresantes que provocan disbiosis en el sistema digestivo.

Por otra parte, estos resultados se encuentran en correspondencia con los conteos
de viables realizados en la hidromiel (2,8 x 10* UFC.mL?) y al biopreparado
probidtico (3,2 x 102 UFC.mL1). A la vez, se asocian a los conteos de BAL
realizados a partir del contenido intestinal de las abejas de cada tratamiento. El
suministro del aditivo microbiano favorecio la presencia de estas bacterias en el
TGI de las abejas evaluadas. En la figura 14, se muestra como las abejas que
recibieron el biopreparado y las células del Lactobacillus L31 (T2 y T3) en la
hidromiel a las 72 horas manifestaron mayor poblacién de estas bacterias en su
contenido intestinal en comparacion con las abejas de los tratamientos T1y T4. Sin
embargo, en los dos ultimos muestreos los conteos de estas bacterias en los

tratamientos T2, T3 y T4 superaron al T1 (control).
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Figura 14. Efecto de los diferentes tratamientos en los conteos de BAL del tracto
digestivo de abejas adultas. 1 dia EE:0,94; 3 dias EE:0,25; 6 dias EE: 0,033 y 10
dias EE: 0,29. Medias con letras diferentes difieren para p<0,01 segun prueba de

rangos multiples de Tukey HSD.
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Kaznowski et al. (2005) utilizaron dos probidticos, Biogen-N y Trilac, como
suplementos para sustituir el polen en la alimentacion de las abejas meliferas. Los
probidticos se administraron durante todo el experimento por 14 dias o solo durante
2 dias. Estos autores observaron que el intestino medio de las abejas obreras fue
colonizado por bacterias presentes en los probiéticos, entre ellas Lactobacillus spp.,
Pediococcus acidilactici, Bifidobacterium bifidum y Enterococcus faecium. También
refirieron que se producia una mejor supervivencia de las abejas y una mayor masa
seca Yy nivel de grasa cruda en comparacion con las abejas alimentadas solo con el

sustituto de polen.

Truong et al. (2023) estudiaron la comunidad microbiana de las abejas y
demostraron que los lactobacilos aislados de ellas tienen potencial para utilizarse
como cepas probidticas. La presencia de estos microorganismos en el TGl
incrementa el estado de eubiosis y proliferan las bacterias nativas o beneficiosas, lo

cual mejora la fisiologia y salud de estos insectos.

Se evidencia que, a medida que las sustancias postbidticas se incluian en el
alimento, con el tiempo, modificaron el ecosistema intestinal que propicié el
incremento de las bacterias acido lacticas. Estos resultados coinciden con los
reportados por Garcia-Vicente et al. (2025), quienes suministraron sustancias
postbidticas producidas por BAL con un suplemento liquido de proteinas
comerciales (Promobee®) y obtuvieron in vivo una alta supervivencia de las crias en

las colmenas y mayor produccién de miel.

Los postbidticos son preparaciones de microorganismos inanimados y/o sus
componentes que confieren beneficios para la salud del huésped. El término
«inanimado» se refiere a la eliminacién de los microorganismos vivos, sin que esto
implique la pérdida de funcién, al preservar los metabolitos y las estructuras
bacterianas (Garcia-Vicente et al., 2024; Bueno et al., 2025).
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Teame et al. (2020) definieron a los componentes estructurales celulares y los
metabolitos de las bacterias probidticas como paraprobioticos y postbioticos,
respectivamente. Los paraprobidticos y postbidticos producidos a partir de
lactobacilos consisten en una amplia gama de moléculas que incluyen a
peptidoglicanos, proteinas de superficie, polisacaridos de la pared celular, proteinas
secretadas, bacteriocinas y acidos organicos, que median los efectos positivos en

el huésped, como efectos inmunomoduladores, antitumorales y antimicrobianos.

La presencia de células vivas en los tratamientos T2 y T3 favorecié el incremento
de las BAL en el intestino de las abejas. Con su inclusién en el alimento, puede que
colonizaran este ecosistema y activaran diferentes mecanismos que favorecen la
fisiologia del TGI. Otros estudios confirmaron que los componentes de la superficie
celular de los lactobacilos se consideran una parte importante de las moléculas
efectoras, ya que esta parte de la célula microbiana es la primera en interactuar
con las células huésped. Los componentes de la envoltura celular de los
lactobacilos, clasificados como paraprobioticos, incluyen peptidoglicano, acido
teicoico, polisacaridos de la pared celular, proteinas asociadas a la superficie
celular y filamentos proteicos, que median los efectos beneficiosos para el huésped
(Castro-Bravo et al., 2018).

Estos resultados coinciden con los estudios de Besharati et al. (2024), quienes
aplicaron el probidtico multicepa Lactofid® (Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
casei, Bifidobacterium bifidum y Enterococous faecium con 5,2 x 10?2 UFC.g?) en
dosis de 2 y 3 g.L* de jarabe y un antibidtico (tetraciclina). Estos autores refieren
que en los tratamientos con el probi6tico aumentd la poblacién de lactobacilos (4,48
log UFC.g?) (p<0,05) en relacion a control (1,84 Log UFC.g!). También observaron
diferencias con el uso del antibiético, quien provoco la reduccién de la poblacién de
las BAL hasta 0,48 Log UFC.g™.

El incremento de la poblacién de Lactobacillus spp. también se observo por Sinekgi,
et al. (2024), cuando investigaron los efectos de un probidtico comercial que

contenia diferentes especies de Lactobacillus y extractos de especias, para lo cual
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realizaron recuentos QPCR de Lactobacillus spp. y del genephylum Firmicutes en
mezclas intestinales de 12 grupos de abejas diferentes con y sin suplementos
probidticos. Observaron que existian diferencias, al aumentarse en 5,5 veces los

niveles de estas BAL en el grupo tratado con estos aditivos.

De acuerdo con Zheng et al. (2017), cuando se incrementa la microbiota intestinal
beneficiosa de la abeja se promueve el metabolismo bacteriano. Las bacterias
intestinales también influyen en las condiciones fisicoquimicas del intestino, al
reducir el pH y los niveles de oxigeno. Las bacterias residentes periféricas
consumen oxigeno y mantienen asi la anoxia, necesaria para la actividad
microbiana. Ademas, muchas bacterias producen acidos grasos de cadena corta,
como acetato, butirato y propionato, entre sus principales metabolitos. De modo
gue si se incrementa la presencia de Lactobacillus spp. en este ecosistema, pudiera

tener efectos beneficiosos en los procesos fermentativos que aqui se desarrollan.

Algunos autores consideran que una manera de mantener la salud de las abejas
meliferas y preservar la eubiosis del tracto digestivo es precisamente el aporte de
aditivos, como probioticos y acido lactico en su nutricion. Esto reduce el pH
intestinal, lo cual desfavorece el crecimiento de bacterias patdgenas que causan
graves riesgos para las abejas, como la Loque europea y la Loque americana (Al—
Wahab et al., 2023).

En correspondencia con los resultados anteriores se observd que el consumo de
alimento también difirié (p<0,01) entre los grupos experimentales. En la tabla 13 se
muestra el consumo del alimento artificial por tratamientos. Los grupos
experimentales T2 y T3 fueron los que mayor consumo realizaron durante el
ensayo, seguidos por los T1y T4. Se conoce que los microorganismos probioticos
compiten con los microbios potencialmente patdégenos en el tracto gastrointestinal.
Esta competencia implica la adhesion al epitelio intestinal, lo que conduce a una

mayor disponibilidad y utilizacion de nutrientes.
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Tabla 13. Efecto de los diferentes tratamientos en el consumo de jarabe durante el

ensayo in vivo.

Tratamientos Consumo de EE P

alimento (mL.d™?)

T1 Control 10,72 0,34
T2 Biopreparado 18,162 0,33
T3 Células de Lactobacillus L31 16,522 0,27 0,01
T4 Sustancias postbioticas producidas 8,85P 0,57

por Lactobacillus L31

a b Medias con letras diferentes difieren para p<0,01 (Tukey HSD).

Andrearczykel et al. (2014) desarrollaron un primer experimento con el objetivo de
determinar el efecto de un suplemento probidtico en la dieta de las abejas sobre la
mortalidad y la ingestion de alimento de las abejas meliferas, cuando se
desarrollaba la infestacion por Nosema spp. La adicion del probidtico provocéd un
aumento de la infeccion fungica en las abejas meliferas de verano e invierno; sin
embargo, el sirope suplementado con probidticos se consumio por las abejas mas
rapidamente. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Szymas et al.
(2007), quienes observaron que las abejas experimentales bebieron con mayor
facilidad los jarabes con acido lactico y la preparacion probidtica, que el jarabe de

azucar puro.
Conclusiones parciales

1. El biopreparado de Lactobacillus L31 constituye un aditivo seguro para su
aplicacion en las abejas.

2. La adicion del biopreparado con potencial probidtico en el alimento contribuyd
al aumento de la supervivencia de las abejas adultas, incrementé la poblacion

de BAL en el intestino de estos insectos y estimuld el consumo de jarabe.
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CAPITULO 6. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
Lactobacillus L31 FRENTE A P. larvae A ESCALA DE LABORATORIO.

Introduccién

La evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de las bacterias con potencial
probiotico es esencial para su seleccion. De ahi que diferentes investigadores
utilizan técnicas o ensayos que permiten determinar el comportamiento de las
cepas frente a microorganismos patégenos. Los ensayos de autoagregacion,
coagregacion y los co-cultivos constituyen pasos indispensables para predecir el

efecto antibacteriano in vivo (Pachla et al., 2021).

Por su parte, la evaluacion in vivo de la actividad probiética del género Lactobacillus
en larvas infectadas con P. larvae constituye un aspecto fundamental para validar
el potencial de estas bacterias como agentes de control biologico de la LA. Estos
estudios, permiten determinar si la administracion de estas bacterias puede reducir
la mortalidad larval, disminuir la carga bacteriana de P. larvae en las larvas
infectadas, mejorar el desarrollo y la salud general de las larvas y/o modular la
respuesta inmune frente a la infeccion. Los resultados obtenidos en estos ensayos
in vivo son cruciales para seleccionar las cepas mas efectivas en el control de la
enfermedad y permitira desarrollar estrategias de aplicacion practicas y seguras
para su uso en la apicultura (Daisley et al., 2020b; lorizzo et al., 2020). Por ello, el

presente capitulo tuvo como objetivos:

v" Determinar in vitro la actividad antibacteriana de Lactobacillus L31 frente a
P. larvae.
v Evaluar el efecto antimicrobiano de Lactobacillus L31 en larvas de A.

mellifera infectadas con P. larvae.
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Materiales y Métodos especificos

6.1 Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de Lactobacillus L31

frente a Paenibacillus larvae.

Para la evaluacioén in vitro de la actividad antibacteriana de Lactobacillus L31 se

desarrollaron los siguientes ensayos:
6.1.1 Método "Agar Spot"

Para la realizacion de esta técnica, se utiliz6 como referencia la metodologia
descrita por Hernandez et al. (2019). Como cepa indicadora se empled a P. larvae,
la cual se cultivdo en 50 mL de caldo infusion cerebro corazéon (BHI) a 37°C durante
18 h. A partir de este cultivo, se prepararon suspensiones de este microorganismo
en solucion salina con una turbidez equivalente a la escala 0,5 de MacFarland
(1,5x108 UFC.mL1).

Como cepa productora se utilizé Lactobacillus L31, la cual se multiplicé en caldo
MRS por 18-24 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, se sembraron en placas con
agar MRS en tres puntos o spots con 10 uL del cultivo en cada uno. Luego se incubd

a 37°C por 24 h en condiciones de anaerobiosis (atmdsfera de CO2 al 5%).

A las 24 h, las placas inoculadas con Lactobacillus L31 se recubrieron con 10 mL
de agar BHI semisdlido (caldo BHI suplementado con agar bacteriolégico al 0,7%,
atemperado a 40°C y al 1% con la suspension celular del microorganismo indicador).
Las placas se incubaron a 37°C por 24 h en condiciones de aerobiosis. La medicion
de los halos se realizé con un pie de rey y se considerod que existia inhibicién cuando

estos fueron superiores a 10 mm.
6.1.2 Ensayo de auto-agregacion

En este ensayo, se desarrolld6 un disefio completamente aleatorizado y tres
tratamientos (tres momentos de muestreo: 2, 3 y 4 h). Para determinar la auto-
agregacion de la cepa Lactobacillus L31 se utilizé la metodologia descrita por

Pachla et al. (2021) con algunas modificaciones. La cepa Lactobacillus L31 se
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cultivd en caldo MRS a 37°C durante 24 h. El cultivo de células se recolecté por
centrifugacion (3500 rpm, 15 min), se lavaron dos veces con solucién PBS (pH 7,4)
y se suspendieron en 4 mL del mismo tampodn. Luego, se ajustaron a una DOseo =
1,0 (Ao) mediante la medicién de la absorbancia en un espectrofotometro UV/VIS
(ULTROSPEC, 2000). Un volumen de 4 mL de esta suspension bacteriana se agito
en un vortex durante 10 s y se incub6 a temperatura ambiente durante 4 h. La
absorbancia (A:) se midié a 560 nm a las 2, 3, 4 h desde el inicio del experimento.

Cada tratamiento se realiz6 por triplicado.

El porcentaje de autoagregacion (Auto-A%) se expres6 como se indica en la

siguiente formula:
Auto — A% = (1— At/ Ao) x 100.

Donde Ao es la densidad o6ptica inicial de la suspension bacteriana y At representa
la absorbancia de la suspension bacteriana después de 2, 3 y 4 h desde la densidad
oOptica inicial. Los datos de los experimentos independientes, cada uno con tres

réplicas, se presentan como la media £ desviacion estandar.

6.1.3 Ensayo de co-agregacién

Se empled un disefio completamente aleatorizado y tres tratamientos (momentos
de muestreo: 2, 3y 4 h). La co-agregaciéon de las células de Lactobacillus L31 a P.
larvae se determind a partir de la técnica expuesta por Pachla et al. (2021). La
suspension de P. larvae se prepard a partir del crecimiento de este microorganismo
en caldo BHI y Lactobacillus L31 en caldo MRS, ambos incubados a 37°C por 24 h.
Luego se procedié a mezclar volumenes iguales (2 mL) de las suspensiones de
Lactobacillus L31 y la cepa patégena, con la misma densidad éptica (DOseo = 1,0),
se agitaron durante 10 s en un voértex y se continué con el mismo protocolo
desarrollado para la autoagregacion. El porcentaje de co-agregacion se calculd

mediante la ecuacion:

Co—A% = (1 - At/Ao)x100
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Donde Ao es la densidad optica inicial de la mezcla de las dos suspensiones
bacterianas y At representa la absorbancia de la mezcla de dos suspensiones
bacterianas después de 2, 3 y 4 h desde la densidad 6ptica inicial. Los datos se
presentan como la media * desviacion estandar a partir de tres réplicas por

tratamiento.

6.1.4 Técnica de cultivos mixtos o co-cultivos

En este estudio, se empled un disefio completamente aleatorizado con tres
tratamientos: Grupo 1, control de Lactobacillus L31 (108 UFC.mL™?); Grupo 2, control
de P. larvae (10®° UFC.mL™) y Grupo 3, co-cultivo conformado por la mezcla de

Lactobacillus L31 y P. larvae en una proporcion 2:1.

Para la obtencién del inéculo microbiano, Lactobacillus L31 se sembro en caldo
MRS durante 18 h a 37°C en condiciones estaticas. Luego, este cultivo se ajusté a
una concentracion microbiana de 106 UFC. mL™. En el caso de P. larvae, se partio
de un cultivo en agar nutriente con 24 h de incubacion, el cual se sembro en caldo
nutriente y se incubd en condiciones de aerobiosis (zaranda orbital HDL Apparatus)

a 37°C. Luego se ajusté a una concentracién de 108 UFC.mL™.

Se utilizé la técnica descrita por Orlowski y Bielecka (2006) como procedimiento
experimental, modificada por los autores de esta investigacion. El co-cultivo se
realizd en el medio RJb1, el cual simula el alimento que llega al contenido
gastrointestinal de las larvas de abejas (Daisley et al., 2020b). La composicién por
litro de este medio es: 50 g de miel de abejas; 0,9 g extracto de levadura; 5,1 g de
D-glucosa y 5,1 g de D-fructosa. Este medio se adicioné en frascos de 250 mL, a
razén de 100 mL de volumen efectivo, se ajustd en cada uno el pH inicial de la
fermentacién (6,5) y se procedio a su esterilizacion (15 min a 1,5 atm). Luego, se
anadieron los indculos microbianos correspondientes a cada tratamiento (2 mL del
cultivo candidato a probidtico y 1 mL del cultivo del microorganismo patégeno en el
frasco control correspondiente a cada uno de ellos y la mezcla de estos dos

volumenes en el co-cultivo). Los cultivos se incubaron en condiciones estaticas

79



Capitulo 6

durante 24 h a 37°C y se tomaron muestras a las 0, 4, 8, 12, 24 h para determinar
la cinética de crecimiento de cada bacteria en estas condiciones. Se utilizaron tres

réplicas para cada tratamiento.

El conteo de los microorganismos para cada muestra se realizé6 mediante diluciones
seriadas (ver epigrafe 2.3.2). Las diluciones se inocularon individualmente (1 mL)
en medios selectivos. Para Lactobacillus L31, se sembro el cultivo control (1) y el
co-cultivo (3) a profundidad en placas con agar Rogosa. El conteo de P. larvae se
realizd a partir de la siembra del cultivo control (2) y el co-cultivo (3) en la superficie
del medio agar nutriente con el empleo de la espatula de Drigalsky. Esta operacion
se replico tres veces y las placas se incubaron a 37°C. Posteriormente, el numero
de unidades formadoras de colonias (UFC) se determind bajo lupa, por conteo visual
de colonias. Para cada muestra tomada en las diferentes horas se determiné el pH

(ver epigrafe 2.4.1), tanto para los co-cultivos como para los cultivos controles.

6.2- Actividad antimicrobiana in vivo de Lactobacillus L31 en larvas de A.

mellifera infectadas con P. larvae.

En este estudio, se utilizd un disefio experimental unifactorial categérico
completamente aleatorizado con 16 corridas y cuatro réplicas. Para ello se
conformaron cuatro grupos experimentales con 50 larvas cada uno. Los
tratamientos fueron: T1 control (dieta), T2 (dieta + Lactobacillus L31) y T3 (dieta +
Lactobacillus L31 + P. larvae) y T4 (dieta + P. larvae). En este ultimo tratamiento, la
cepa con caracteristicas probidticas se suministré 8 h antes de aplicar la suspension

de esporas de P. larvae a las larvas.

Para el desarrollo del experimento, se utilizaron larvas sanas de A. mellifera de un
dia de edad procedentes del Centro de crianzas de abejas reinas " EI Copal"
perteneciente a la Empresa Apicola de Matanzas. Estas larvas se trasladaron al
laboratorio bajo condiciones de asepsia, en urnas de madera y cristal. Las larvas se

colectaron a partir de un cuadro de cera (Daisley et al., 2020Db).
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El in6culo de P. larvae, se obtuvo a partir de un cultivo de este microorganismo en
caldo J (ver epigrafe 2.1.3) con 24 h de incubacion a 37°C. Las células vegetativas
obtenidas se sembraron en placas con Agar J y se incubaron a 37°C durante 72 h

en condiciones de aerobiosis para la obtencién de las esporas.

Las esporas desarrolladas en el agar se resuspendieron en buffer salino fosfatado
estéril (PBS). Luego se centrifugaron a 10 000 rpm durante 20 min y se descarto el
sobrenadante, procedimiento que se realizd6 2 veces consecutivas. A las
suspensiones de esporas obtenidas, se les realizdé una siembra directa en placas
con agar J (ver epigrafe 2.1.3) para verificar su viabilidad y también se cuantificaron
a través del MRP. La suspensién de esporas se ajustd a una concentracion de 103

esp.mL1. Luego se conservaron a 4°C.

La cepa Lactobacillus L31 se sembré en caldo MRS y se incub6 a 37°C durante 48
h. Luego, las células vegetativas obtenidas se centrifugaron a 2000 rpm durante 10
min, el sobrenadante se descart6 y se resuspendieron en 1 mL de PBS. Este
procedimiento se realizé dos veces consecutivas. A cada suspension bacteriana, se
le realizé una siembra directa en agar MRS para verificar el crecimiento del
microorganismo y se cuantifico la cantidad de células por MRP. Las suspensiones
obtenidas se ajustaron a una concentracién de 108 UFC.mL* y se conservaron a
4°C.

La composicion de la dieta utilizada en la alimentacidn de las larvas en el laboratorio
fue (p/v): 50% de jalea real, 6% de D-glucosa, 6% de D-fructosa, 1% de extracto de
levadura y 37% de agua destilada estéril (Al-ghamdi et al., 2018). Este alimento se

conservo a 4°C para su posterior utilizacion.

El traslado de las larvas hacia placas de microtitulacion de 96 pocillos, se realizé a
tiempo cero bajo condiciones de laboratorio con ayuda de una aguja esteéril.
Previamente, las placas se incubaron con el alimento durante 30 min a una

temperatura de 34,5°C con un alto porcentaje de humedad (96%). Este
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procedimiento tuvo como objetivo que las larvas no se afectaran con una

temperatura diferente a la de su incubacioén, lo que pudiera provocar su muerte.

Las larvas se alimentaron el primer dia con la dieta artificial mas los constituyentes
que forman parte de cada grupo experimental. En los restantes dias, la dieta artificial
se utilizd en todos los casos hasta el final del ensayo. Las cantidades de alimento
que se utilizaron por dia fueron: primer dia 20 pL, segundo dia 30 pL, tercer dia 40
ML, cuarto dia 50 pL y quinto dia 60 uL. En los dias posteriores, el alimento también
se atempero6 antes de su administracion. La lectura de las placas del ensayo se
realizé a las 48, 72, 96 y 120 h. Se extrajeron diariamente las placas de la
incubadora y se examinaron para detectar la viabilidad de las larvas. Las larvas
muertas se removieron con una aguja estéril, estas se reconocieron por la pérdida

de su elasticidad y el cambio de coloracion de crema a marron.

6.3 Analisis estadistico

El analisis de los datos se realiz6 como se explica en el epigrafe 2.6. Se realizé un
analisis de varianza simple para determinar la presencia de diferencias entre los

tratamientos.

Resultados y discusién

Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de Lactobacillus L31 frente

a Paenibacillus larvae.
Método agar "Spot"

La actividad antimicrobiana in vitro de Lactobacillus L31 frente a P. larvae a través
del método de "Agar Spot" se demostré cuando se observd que, a las 48 h de
incubacion, el patégeno se inhibié completamente. Sin embargo, en la placa control
se observo el crecimiento caracteristico de esta bacteria patéogena (figura 15). A
diferencia de la técnica descrita anteriormente (epigrafe 3.2.2), donde se utilizan

solo las sustancias postbioticas producidas en el caldo MRS para comprobar su
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actividad antibacteriana, en este caso, se emplea el cultivo integro (células +

sustancias postbiéticas), razén por la cual el efecto fue superior.

Puntos
inoculados
con
Lactobacillus
L31

Control de P. larvae Lactobacillus L31/ P. larvae

Figura 15. Actividad antimicrobiana in vitro de Lactobacillus L31 frente a P. larvae a

través del método de "Agar Spot".

Se conoce que cuando estas bacterias crecen en ausencia de otras especies
solamente producen las sustancias o metabolitos propios de su metabolismo en ese
ambiente; sin embargo, cuando se enfrentan dos microorganismos diferentes en el
mismo medio, se induce la produccion de sustancias antimicrobianas, que puede
llevar a la muerte o inhibicion del crecimiento de la bacteria patégena (Bamisi et al.,
2024).

A diferencia de los resultados del presente trabajo, en la literatura consultada se
hace referencia a la produccién de halos de menor diametro. Esta técnica se utilizé
como prueba preliminar para evaluar 61 cepas de Lactiplantibacillus plantarum
contra P. larvae ATCC9545 por lorizzo et al. (2020). Solo cinco de ellas mostraron
actividad antagonica frente a este patégeno y los valores de los halos estuvieron

entre 4,2-7,2 mm.

Rodriguez et al. (2021), caracterizaron in vitro diferentes bacterias acido lacticas

(Fructobacillus fructosus SS66, Lactococcus garvieae SS79, Fructobacillus
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fructosus SS72, Lactobacillus kunkeei SS70 y Lactobacillus rhamnosus SS73),
aisladas del tracto digestivo de abejas A. mellifera con el objetivo de demostrar su
potencial probidtico. Dentro de las pruebas realizadas, se evalu6 el antagonismo
microbiano in vitro frente a P. larvae ademas de otros patogenos. A las 72 h, se
observaron halos de 14,93 mm para L. kunkeei SS70, 5 mm para F. fructosus SS72,

12 mm para L. rhamnosus SS73 y 4 mm para L. garvieae SS79.

La utilizacion de esta técnica para la cepa Lactobacillus L31, indujo la produccion
de metabolitos que provocaron una fuerte inhibicion del patégeno. Para este género,
varios autores reportan la produccion de acido lactico, peroxido de hidrégeno y
bacteriocinas fundamentalmente. Sin embargo, no siempre se dispone de un
completo analisis para determinar la naturaleza de las sustancias antagonicas que

se producen.
Ensayos de auto-agregacion y co-agregacion

Los ensayos de auto-agregacion y co-agregacion son herramientas clave para
identificar y seleccionar cepas probioticas eficaces. En el caso de Lactobacillus,
estas propiedades no solo son indicadoras de su capacidad para colonizar y persistir
en el intestino, sino también de su habilidad para interactuar con otros

microorganismos potencialmente patdgenos.

En este estudio, los resultados obtenidos para Lactobacillus L31 tras 4 h de
incubacion a temperatura ambiente muestran un porcentaje alto para ambos
ensayos (tabla 14). En la auto-agregaciéon, se comprobo que las células de este
microorganismo tienen gran capacidad para adherirse entre si. Se conoce que estas
interacciones estan mediadas por proteinas de superficie, polimeros extracelulares
o componentes de la pared celular. La co-agregacion demuestra que esta cepa
puede unirse al patégeno en un tiempo relativamente corto. Esta asociacion esta
generalmente mediada por lectinas, adhesinas o receptores especificos en la
superficie celular (Daisley et al., 2020a; Truong et al., 2023). Los valores observados
superan los reportados en otros estudios previos (lorizzo et al. 2020; Pachla et al.,

2021).
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Tabla 14. Porcentaje de auto-agregacion y co-agregacion de Lactobacillus L31 en

el tiempo.
Cepa Lactobacillus L31
Tiempo (h) Auto-agregacion (%) Co-agregacion (%)
2 9,22 + 2 ,4°¢ 20,31 + 6,34¢
3 15,7 £ 3,43 37,2 +4,89°
4 20,66 * 3,852 47,55 + 4,162

Letras diferentes en una misma columna indican diferencias segun prueba de rangos multiples de
Tukey HSD (p<0,01).

Técnica de cultivos mixtos o co-cultivos

En la figura 16, se observan los resultados de la cinética de crecimiento de
Lactobacillus L31 y P. larvae durante el desarrollo del co-cultivo. Los dos
microorganismos controles (CL y CP) crecieron sin dificultad en el medio RJb1 hasta
las 12 h, mientras que Lactobacillus L31 presente en el co-cultivo (CCL) aumenté
su crecimiento hasta las 8 h, probablemente debido a la competencia por nutrientes.
Sin embargo, a partir de las 8 h se observa una disminucién notable de la viabilidad
de P. larvae en el co-cultivo (CCP) hasta las 24 h. Esto significa que las células de
Lactobacillus L31 produjeron alguna sustancia que inhibe o elimina a este

microorganismo patogeno.

Se tomo la informacion referida a la variacion del pH (tabla 15) y se comprobé que
no se produjeron diferencias entre los tratamientos en ninguna de las horas de
muestreo. P. larvae fue capaz de crecer a pH bajo (4,5), por lo que se descarta la
inhibicion por la presencia de acidos organicos producidos por Lactobacillus L31.
Estos resultados indican que la actividad antagonista esta dada por la produccion
de otras sustancias, probablemente bacteriocinas o peroxido de hidrégeno.
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Figura 16. Cinética de crecimiento durante el enfrentamiento de Lactobacillus L31y
P. larvae en el co-cultivo. CP (control de P. larvae), CL (control de Lactobacillus
L31), CCP (conteo de P. larvae en el co-cultivo) y CCL (conteo de Lactobacillus L31
en el co-cultivo). Hora 0: P =0,0532 y +tEE = 0,71; Hora 4: P = 0,2607 y £EE = 0,85;
Hora 8: P = 0,0159 y +EE = 0,66; Hora 12: P = 0,001 y +tEE = 0,15; Hora 24: P =
0,001 y tEE = 0,08.

Varios estudios evaluaron el potencial del género Lactobacillus como biocontrolador
natural a través de ensayos de co-cultivo in vitro, los cuales muestran reducciones
del 65-90% en la viabilidad de P. larvae cuando se aplican estos aditivos

(Arredondo et al., 2018; Honey Chandran & Keerthi, 2018).

Tabla 15. Comportamiento del pH durante el crecimiento de las cepas en el co-
cultivo (p<0,01).

Control Control

Hora | actobacillus L31 P. larvae Co-cultivo P
6,51 +£0,33 6,51 £ 0,51 6,5+0,38 0,75
4 4,21 +0,42 4,20 £ 0,44 4,19 £ 0,55 0,27
4,50 £ 0,28 4,50 £ 0,62 4,50 £ 0,36 1,00
12 4,50+0,43 4,50 £ 037 4,50 £ 0,33 0,72
24 4,49 £ 0,39 4,49 + 0,52 4,50 £ 0,31 0,27

Los datos se muestran como la media + de la desviacién estandar
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En investigaciones realizadas por lorizzo et al. (2020), utilizaron un medio
semisintético para la realizacidon de esta prueba. La cepa elegida fue L. plantarum,
la cual inhibi6 el 85% del crecimiento del patégeno. Truong et al. (2023) emplearon
un medio de cultivo basado en gelatina, aminoacidos y azucares, disefiado para
imitar el alimento larval. En este ambiente, la cepa de L. johnsonii provocd un 65%
de inhibicion a P. larvae tras 48 horas. Se detect6 la produccién de compuestos

antimicrobianos termolabiles, posiblemente bacteriocinas.

Actividad antimicrobiana in vivo de Lactobacillus L31 en larvas de A. mellifera

infectadas con P. larvae

En la tabla 16, se aprecian los resultados de la mortalidad en larvas de A. mellifera
infectadas con P. larvae tratadas con Lactobacillus L31. La menor mortalidad
correspondi6 al T2 (D+L) con un 39,50%, lo que sugiere que la aplicacion del
microorganismo propicio el incremento de la resistencia con respecto a la dietao T1
(52%). En el T3 (D+L+PL), la mortalidad fue inferior con un valor de 47,5% (p<0,01)
con respecto al control positivo T4 (D+PL) que alcanz6 95,5%. Este ensayo reafirma
que la aplicacion de la bacteria Lactobacillus L31 resulté beneficiosa para la salud

de las larvas.

Tabla 16. Mortalidad de las larvas en el ensayo de la evaluacién de la actividad
antimicrobiana in vivo de Lactobacillus L31 frente a P. larvae a las 120 h.

Tratamientos Mortalidad (%) Desviacion estandar
D 52,00° 1,63
D+L 39,50¢ 1,26
D+L+PL 47,50¢ 2,06
D+PL 95,502 0,96

Leyenda: (D) Dieta, (D+L) Dieta + Lactobacillus L31 (D+L+PL) Dieta + Lactobacillus L31 + P. larvae,
(D+PL) Dieta + P. larvae. Letras diferentes en una misma columna indican diferencias segun prueba
de rangos multiples de Tukey HSD (p<0,01).
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En la figura 17, se representa el comportamiento de la supervivencia de las larvas
en los diferentes momentos de muestreo bajo el efecto de los cuatro tratamientos.
Se comprobd que a medida que transcurria el tiempo disminuia la supervivencia, y
ya a las 48 h se evidenciaron diferencias entre los mismos. Los grupos tratados con
Lactobacillus L31 (T2 y T3) presentaron una supervivencia superior (p<0,01) a partir
de las 72 h, aunque T2 marcé diferencias desde las 48 h. Es probable que las
células de Lactobacillus L31 durante este tiempo produjeran sustancias que inhiben
la germinacion de las endosporas de P. larvae aplicadas a las larvas y por otra parte

redujeran el estrés provocado por las condiciones experimentales.
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Figura 17. Comportamiento del porciento de supervivencia de larvas de A. mellifera
infectadas con P. larvae tratadas con Lactobacillus L31 durante el experimento.
Leyenda:(D) Dieta, (D+L) Dieta + Lactobacillus L31 (D+L+PL) Dieta + Lactobacillus
L31 + P. larvae, (D+PL) Dieta + P. larvae. Las barras representan la desviacion

estandar.
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Estudios similares reportados por varios investigadores muestran variabilidad en
cuanto al porciento de supervivencia de las larvas. Al-Ghamdi et al. (2018),
evaluaron los efectos de Fructobacillus fructosus (T1), Proteus mirabilis (T2),
Bacillus licheniformis (T3), Lactobacillus kunkeei (T4), Bacillus subtilis (T5),
Enterobacter kobei (T6) y Morganella morganii (T7) en la resistencia de larvas de
abejas meliferas infectadas con P. larvae y de esta forma determinar su funcion
probidtica. Se observaron diferencias en el porcentaje de supervivencia de los
grupos tratados. Los datos obtenidos oscilaron entre 13,33 y 43,33%. El control
positivo (larvas de abejas alimentadas con dieta normal que contenia esporas de P.
larvae) present6 el menor valor (13,33%), mientras que las larvas alimentadas solo
con la dieta (control negativo) mostraron los mejores resultados (73,33 %). De los
siete tratamientos con bacterias intestinales, T4 y T3 revelaron los mejores
resultados 43,33% y 33,33% respectivamente. La actividad probiética detectada en
este estudio para la cepa de L. kunkeei, fue inferior con respecto a la reportada en

el presente ensayo.

Daisley et al. (2020b) evaluaron un consorcio comercial de lactobacilos llamado
BioPatty compuesto por L. plantarum Lp39, L. rhamnosus GR-1y L. kunkeei BR-1
tanto en colmenas como en larvas infectadas a nivel de laboratorio con P. larvae.
Los resultados obtenidos expresan una reduccién de la infeccién en ambos casos,
ademas de regular positivamente la expresion de genes relacionados con la

inmunidad.

Se conoce que las bacterias acido lacticas pueden interferir en el proceso de
germinacion de las esporas. Algunos investigadores refieren que ciertas especies
de Lactobacillus son capaces de producir enzimas que degradan compuestos
quimicos como el acido urico y la L-tirosina, los cuales constituyen sefnales claves
para el inicio de la germinacion de las esporas de P. larvae en el lumen intestinal de
las larvas. Entre ellas estan la uricasa, la alantoinasa y la alantoicasa, que pueden
degradar el acido urico en urea y la tirosina descarboxilasa que degrada la tirosina

en tiramina (Alvarado et al., 2013; Guo et al., 2016).
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El proceso infeccioso de esta enfermedad se inicia con la ingestion del alimento
contaminado con esporas de P. larvae por parte de las larvas jévenes durante los
primeros dias de vida. Una vez en el intestino larval, las esporas germinan despueés
de un periodo variable que fluctua entre las 24 y 48 h. Posteriormente, se originan
las formas vegetativas, las cuales proliferan rapidamente y secretan enzimas liticas
gue degradan los tejidos de la larva y ocasionan la muerte de esta por septicemia
generalizada. Este proceso conduce a la formacion de una masa viscosa y pegajosa
de olor caracteristico, la aparicion de un cambio de coloracion de crema a marron
en las larvas y la presencia de escamas secas en las celdillas del panal (Daisley et
al., 2020b). De manera que, si se suministran sistematicamente las bacterias
probidticas, pudieran colonizar el tracto digestivo de las larvas y asi, inhibir la

germinacion de las esporas y prevenir la enfermedad.

Existen discrepancias con trabajos previos realizados por Stephan et al. (2019).
Estos cientificos refieren en su estudio, que las bacterias acido lacticas no tienen
efecto sobre el patdégeno a nivel de colonia. Este resultado podria explicarse por el
hecho de que la administracién de las bacterias se realiz6 en una solucion de
sacarosa al 15% como vehiculo, lo que probablemente resultdé en una marcada
reduccion de la viabilidad celular bacteriana, dado que se sabe que este medio
induce estrés osmoético severo y no todas las especies del género Lactobacillus

tienen la capacidad de resistir en estos ambientes (Sionek et al., 2024).

Resultados superiores a los informados en esta investigacion se detectaron por
Truong et al. (2023), quienes determinaron el efecto inhibitorio de seis bacterias
acido lacticas frente a P. larvae en larvas durante un periodo de cinco dias. Los
resultados muestran que cuando las larvas se alimentaron con L. kullabergensis
OMG2_B25, solo sobrevivieron el 64,71% de ellas, valor que fue mas bajo con
respecto al grupo tratado con P. larvae (68,97%). Sin embargo, se observo un
incremento de la tasa de supervivencia cuando se utilizaron las cepas L. mellis
OMG2_B33 (77,78%), L. apis HSY8 B25 (78,95%), L. panisapium PKH2_L3
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(84,21%), L. kimbladii AHS3_B36 (90,48%) y L. melliventris HSY3_B5 (90,48%) asi
como la mezcla de las seis con un valor de 94,44%.

En los ultimos afos, el uso de Lactobacillus se considera una alternativa sostenible
para el control de la LA. La actividad antimicrobiana de este género contra P. larvae
es multifactorial. Se distingue por la produccidn de metabolitos antimicrobianos
como el acido lactico, el acido acético, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas, que
pueden inhibir el crecimiento de este patégeno (Kacaniova et al., 2020). También
inciden en la competencia por nutrientes, adhesién a superficies y en la modulacién
del sistema inmune de las abejas (Daisley et al., 2020b). Otro factor influyente lo
constituye el incremento de las interacciones sinérgicas con otros microorganismos
en el tracto digestivo. El efecto antimicrobiano de Lactobacillus puede potenciarse
por la presencia de otras bacterias beneficiosas del microbioma de la abeja, como
Bifidobacterium y Gilliamella apicola, ya que se genera un ambiente hostil para P.

larvae (Raymann & Moran, 2018).

Aunque aun se requieren investigaciones mas profundas en condiciones reales de
campo, los resultados preliminares sugieren que los probidticos representan una
herramienta prometedora para la prevencion de la LA sin comprometer la salud de

las colonias ni generar resistencias antimicrobianas.

Existe evidencia sustancial de estudios de laboratorio in vitro que sugieren que los
microorganismos beneficiosos podrian ser un método eficaz para mejorar la
resistencia a las enfermedades en las abejas meliferas. Sin embargo, falta evidencia
a nivel de colonia y existe una necesidad urgente de mayor validacion mediante
ensayos de campo controlados disefiados experimentalmente para probar
composiciones microbianas definidas contra enfermedades especificas de interés
(Rodriguez et al., 2023).

Conclusiones parciales

1. El biopreparado de Lactobacillus L31 demostré in vitro actividad

antibacteriana frente a P. larvae, avalada por la inhibicion total de este
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microorganismo frente al cultivo potencialmente probidtico y la alta
coagregacion y auto-agregacion.

Se demostrd in vitro la reduccion del crecimiento de P. larvae cuando se
cultiva en conjunto con Lactobacillus L31 a través de co-cultivos en el mismo
medio.

La aplicacion del biopreparado Lactobacillus L31 en el alimento disminuyd la

mortalidad de las larvas de A. mellifera infectadas con P. larvae.
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Consideraciones finales

En las ultimas décadas, se observo la pérdida de grandes poblaciones de abejas en
todo el mundo. Diferentes factores bidticos y abidticos, asi como la interaccién entre
ellos, son responsables de la disminucion de las abejas, pero aun no se identifican
las causas definitivas. La abeja A. mellifera se encuentra amenazada por diversas
enfermedades y tensiones ambientales que afectan a la microbiota intestinal de
estos insectos, la cual es fundamental para el metabolismo, el desarrollo y la
inmunidad del huésped. Con el objetivo de preservar la homeostasis intestinal,
muchas investigaciones se centran actualmente en mejorar la salud de las abejas
meliferas mediante la administracion de probioticos, ya que estos aumentan la

respuesta inmune innata contra las infecciones microbianas (Abdi et al., 2023).

Lactobacillus es un género de bacterias acido-lacticas que se encuentra
naturalmente en el tracto digestivo de las abejas. Algunas cepas tienen propiedades
probioticas, ya que son seguras para el hospedador, pueden sobrevivir en
condiciones intestinales adversas, producen compuestos antimicrobianos,
estimulan el sistema inmunoldgico, inhiben a patégenos como P. larvae, mejoran la
digestion y absorcion de nutrientes, aumentan la longevidad y la actividad de las
abejas obreras. Ademas, previenen enfermedades sin recurrir a los antibiéticos,
mejoran la produccion de miel y favorecen la recuperaciéon de colmenas debilitadas
(Ramos et al., 2020; Nowak et al, 2021). Por todas estas razones se decidio aislar
y seleccionar cepas del género Lactobacillus para la obtencion de un biopreparado

probidtico, que en primera instancia prevenga la incidencia de la LA en las abejas.

Los resultados del presente trabajo se integran en cuatro aspectos principales: el
aislamiento, la caracterizacion y la seleccion de cepas de Lactobacillus spp.
procedentes del tracto digestivo de abejas meliponas; el disefio de un medio de
cultivo para el crecimiento de Lactobacillus L31, el estudio de la estabilidad del
biopreparado bajo condiciones de almacenamiento, la evaluacion de la seguridad

de aplicacion del biopreparado en abejas de la especie A. mellifera y, por ultimo, la
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determinacion in vivo de la actividad antimicrobiana de Lactobacillus L31 en larvas
de A. mellifera infectadas con P. larvae. Estos ensayos se interrelacionan para dar
lugar al resultado final, la obtencién de un biopreparado probidtico, a partir del cultivo
de Lactobacillus L31, con una comprobada actividad antibacteriana frente a P.

larvae.

La secuencia experimental que se desarroll6 en este trabajo resulté apropiada para
seleccionar las posibles cepas probidticas, ya que el aislamiento se realiz6
directamente del tracto digestivo de abejas meliponas, un ecosistema poco
conocido, pero con grandes posibilidades de obtener cepas con gran potencial
probiético, por las propiedades antimicrobianas que presenta la miel de estos
insectos y por la resistencia de estas abejas a las enfermedades. Por otra parte, se
utilizaron pruebas que garantizaron el proceso de seleccion, tales como la
capacidad de crecimiento, la produccién de acidos organicos, la resistencia a las
condiciones osmdticas del jarabe, la hidrofobicidad y por supuesto, la inhibicion de

P. larvae a escala de laboratorio.

La seleccion in vitro de la cepa que se utilizé en la obtencion del biopreparado arrojé
qgue Lactobacillus L31 tenia superior capacidad de crecimiento, alta produccion de
acido lactico, elevada hidrofobicidad y una efectiva actividad antimicrobiana frente
P. larvae. Una caracteristica distintiva fue su supervivencia a las altas

concentraciones de sacarosa en el jarabe, lo que decidio su seleccion.

La mayoria de las especies bacterianas utilizadas en los probiéticos comerciales no
son nativas de los intestinos de las abejas. Motta et al. (2023) presentaron nuevos
resultados experimentales donde se demuestra que las bacterias intestinales
nativas de abeja colonizan vigorosamente, mientras que las bacterias presentes en
un probidtico comercial no se establecian en el TGl de estos insectos. Por su parte,
Robino et al. (2024) afirmaron que la alimentaciéon con una mezcla de probidticos

indujo a efectos inmunoldgicos beneficiosos y promovidé una microbiota intestinal
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equilibrada, con actividades metabodlicas mejoradas relacionadas con la digestion.
Demostraron que el uso de probidticos altamente seleccionados contribuye al

bienestar general de las abejas y a la salud e integridad del TGI.

El hecho de aislar lactobacilos del TGI de M. beecheii debio incidir en su efecto
antimicrobiano frente a P. larvae. La microbiota poco explorada de estas abejas
debe contar con especies productoras de sustancias antibacterianas muy potentes,
que hacen incluso que su miel tenga efectos superiores en la eliminacion de
microorganismos patogenos (Cerqueira et al., 2024). Los halos de inhibicidén
detectados por el método de difusion de sustancias en el agar, superiores a los 40
mm Yy la inhibicion total observada en el método de “agar spot”, no se observaron en
bacterias procedentes del tracto digestivo de A. mellifera evaluadas en otros
trabajos (Rodriguez et al., 2021; Martinez et al., 2025).

Actualmente no se dispone de métodos satisfactorios para el tratamiento de la LA,
principalmente debido a las dificultades para erradicar las tenaces esporas
producidas por el agente etioldgico P. larvae (Manhong et al., 2023). Los resultados
de los co-cultivos con Lactobacillus L31 y P. larvae demostraron que la inhibicion
del crecimiento no estuvo dada por la disminucién del pH, probablemente alguna
sustancia de tipo bacteriocina debio producirse, lo cual se necesita esclarecer en un

futuro.

La aplicacién de Lactobacillus L31 como probidtico en abejas adultas resultd segura,
ya que se conoce que estos microorganismos son parte importante de la comunidad
intestinal y sus actividades beneficiosas tienen alta implicacion en la salud de las
abejas. El conocimiento de la microbiota intestinal natural brinda la oportunidad de
crear una estrategia amplia para la vitalidad de las abejas, incluido el desarrollo de
preparaciones probidticas modernas, para usar en lugar de antibidticos
convencionales, biocidas ecolégicos y agentes de control bioldégico (Nowak et al.,
2021).
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La evaluacién inicial se puede realizar en un laboratorio para probar de manera
eficiente multiples parametros, pero las afirmaciones se deben hacer a partir de
ensayos de campo donde las abejas meliferas pueden comportarse naturalmente
(Henry et al., 2015). De ahi que, aunque los resultados del presente trabajo resultan

prometedores, deberan validarse a ese nivel.

El disefio de medios de cultivo simples y econdmicos es uno de los aspectos mas
importantes para el proceso de obtencidn de probidticos a escalas industriales
(Sanchez et al., 2019; Sosa-Cossio et al., 2025). En este sentido, se diseid y
optimizd un medio de cultivo para el crecimiento de Lactobacillus L31, el cual cuenta
en gran medida, con componentes nacionales como la miel final de cafia de azucar
y el HELSc. Cuando se cultivd Lactobacillus L31 en el medio MCL31 y se
compararon los resultados de la velocidad de crecimiento y el tiempo de duplicaciéon
con los que se obtienen en el medio MRS (medio de referencia), se observaron
efectos similares. Estos resultados indican que la composicidén 6ptima de azucares
reductores totales y nitrégeno total en el nuevo sustrato, cubrié los requerimientos

nutricionales de los lactobacilos que se cultivaron.

Aunque los resultados de la estabilidad del biopreparado humedo son superiores a
los observados en otros trabajos (Brizuela, 2003; Ronddén, 2009), se necesitan
métodos mas eficientes para su conservacion. Resulta necesario explorar otras
técnicas de preservacion microbiana, pero que, a la vez no encarezcan el costo de

produccion del producto en gran cuantia.

La preocupacion por la salud de las abejas meliferas y el colapso de las colonias
despertd mayor interés en la intervencion de las bacterias beneficiosas. Chmiel et
al. (2021) realizaron un metaanalisis de los efectos reportados en estudios
publicados en el periodo 2004-2020, donde se evaludé experimentalmente la
influencia de las bacterias beneficiosas, incluidos los probiéticos, en la funcion

inmunitaria de las abejas meliferas, la resistencia a patdégenos o la productividad de
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las colonias. Este estudio muestra que la intervencion bacteriana puede mejorar la
supervivencia de las abejas frente a la LA y la infecciébn por Nosema. También
aumenta la produccion de miel, pero los mecanismos moleculares subyacentes son
poco conocidos. Los autores también abogan por un enfoque mas organizado y
transparente que incluya la justificacion de la seleccion y administracion de cepas,
una descripcion detallada de las formulaciones de tratamiento, los recuentos de
viables y su aplicacion en las colmenas, asi como un mejor disefio de los ensayos
de campo que incluyan sistematicamente controles y otras caracteristicas que

permitan la interpretacion de los resultados.

El presente trabajo inicia las pautas para la utilizacién de especies con potencial
probiotico aisladas del ecosistema intestinal de M. beecheii. Existen evidencias que
demuestran que el género Lactobacillus es el predominante en este ambiente
(Cerqueira et al., 2021; Ramirez- Ahuja et al., 2025) y es muy probable que se
presenten especies con alta actividad antimicrobiana. Se plantea que el microbioma
de la abeja melifera, el cual esta bien estudiado, alberga a mas de 43 especies de
BAL en las colmenas, de las cuales, 20 mostraron inhibicion frente a 28 especies
de patégenos humanos y animales, algunas de las cuales fueron resistentes a los
antibidticos. Ademas, en la literatura se hace referencia a que existe una relacion
directa entre la presencia de BAL y sus productos en la colmena, con las
propiedades antibacterianas de la miel y el polen (Ramos et al., 2020). Por tanto,
investigaciones futuras deberan enfocarse en la busqueda de bacterias probidticas

en las abejas meliponas, no solo para las abejas, sino también para otros animales.

Hasta la fecha, en Cuba no se producen ni se emplean probiéticos comerciales
para mejorar la salud de las abejas A. mellifera. Desde el punto de vista practico,
los resultados del presente trabajo brindan la metodologia de obtencién de un
biopreparado probidtico a partir de Lactobacillus procedentes de la especie M.

beecheii (figura 18).
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Esta investigacion constituye el paso inicial de otros experimentos que estan por
desarrollarse para comprobar el efecto del biopreparado como control biolégico de
diferentes enfermedades producidas por hongos, bacterias, virus o ectoparasitos
que afectan a las crias y abejas adultas. Para la apicultura cubana representaria
contar con una estrategia viable para la prevencidn de estas patologias y mejorar la

produccion de miel.

Estudios futuros estaran encaminados a la evaluacion del efecto de este
biopreparado en los indicadores productivos y su incidencia en la calidad de la miel.
También en lograr otras vias de administracion que propicien la colonizacién de
todos los miembros de la colmena, de esta forma estaran mas protegidos para

resistir el ataque de microorganismos patogenos.
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CONCLUSIONES

1. Lacepa Lactobacillus L31 aislada del tracto digestivo de Melipona beecheii
B., demostré caracteristicas potenciales para emplearse como candidata a

probidtico en abejas.

2. El nuevo medio de cultivo que se optimizé para el crecimiento de
Lactobacillus L31, con el empleo de componentes nacionales, contiene los
requerimientos nutricionales para el desarrollo de una poblacion superior a
12 log UFC.mL?, con una viabilidad estable hasta los 90 dias de
almacenamiento, tanto a temperatura ambiente como en condiciones de

refrigeracion.

3. La inclusion del biopreparado con Lactobacillus L31 en el alimento mostro
seguridad de aplicacion, al evidenciarse mayor tasa de supervivencia en

abejas adultas y superior colonizacion de BAL en el tracto digestivo.

4. El biopreparado con Lactobacillus L31 demostré efecto antimicrobiano in
vitro frente a Paenibacillus larvae y redujo in vivo la mortalidad de las larvas
de Apis mellifera L. infectadas con el agente causal de la Logue americana

en estos insectos.
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Recomendaciones

RECOMENDACIONES

1. Comprobar el efecto del biopreparado probidtico frente a P. larvae en
condiciones de campo controladas, asi como frente a otras enfermedades de
importancia apicola.

2. Determinar el efecto del biopreparado probidtico en los indicadores
productivos y economicos de las abejas.

3. ldentificar la naturaleza quimica de las sustancias antimicrobianas
producidas por Lactobacillus L31 y la taxonomia de esta cepa por técnicas
de biologia molecular.

4. Incorporar los resultados de la investigacion en la formacion académica de

estudiantes de pregrado y postgrado.
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ANEXOS

Anexo 1

TGl Melipona beecheii

Lactobacillus spp.

— Capacidad de crecimiento y
produccion de acidos organicos

— Evaluacion de la actividad
antimicrobiana frente a Paenibacillus
larvae

— Determinacion de la hidrofobicidad

____ Determinacion de la susceptibilidad de las
cepas a los antibidticos

—— Determinacion de la resistencia osmotica al

jarabe
Estudio de la cinética de

crecimiento de

: Disefio y optimizacion Biopreparado con Lactobacillus
Cepa candidata . . i
o de medio de cultivo potencial
a probiotico robidtico
con components P Determinacion de la

nacionales ~ estabilidad del
biopreparado

Evaluacion de la seguridad Evaluacion de la actividad

de aplicacion del antimicrobiana de la cepa de
biopreparado  probidtico Lactobacillus frente a Paenibacillus
en abejas adultas larvae a escala de laboratorio

Figura 18. Metodologia para la obtencidén de un biopreparado probidtico a partir de

Lactobacillus spp. procedentes del tracto digestivo de Melipona beecheii.



Anexos

Anexo 2

Tabla 17. Analisis de varianza para la variable LN UFC.mL™*

Factores Suma de Grados de Cuadrado F P
cuadrados libertad medio
A: X1 54,8165 1 54,8165 124,77 0,0000
B: X2 2,40381 1 2,40381 5,47 0,0250
C: X3 21,0971 1 21,0971 48,02 0,0000
AA 32,1533 1 32,1533 73,18 0,0000
AB 0,352837 1 0,352837 0,80 0,3761
AC 4,0262 1 4,0262 9,16 0,0045
BB 2,59291 1 2,59291 5,90 0,0202
BC 1,93234 1 1,93234 4,40 0,0431
CC 53,3284 1 57,3284 130,49 0,0000
Bloques 0,581067 2 0,290533 0,66 0,5223
Total error 15,8165 36 0,439348
Total (corr.) 172,974 47

R2= 90,8561
R? (ajustado) = 88,6905
Error estandar de la estimacion = 0,662834

Error absoluto medio = 0,471399



