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RESUMEN

Las abejas meliferas son afectadas por gran cantidad de enfermedades infecciosas principalmente producidas por
bacterias, hongos, virus y parasitos eucariotas. Dentro de las ocasionadas por procariotas, la loque americana es una
enfermedad extremadamente grave que afecta a larvas y pupas de abejas; su agente causal es la bacteria esporulada
Paenibacillus larvae. La administracién de antibidticos es la principal alternativa para el control de esta enfermedad
en colmenares con altos niveles de infeccion. El objetivo del presente trabajo fue determinar, mediante un método
bioldgico, la unién de los antibidticos tilosina, tilmicosina y oxitetraciclina a las proteinas presentes en abejas adultas,
larvas menores de 72 horas, larvas mayores de 72 horas, jalea de obreras, miel y polen, con la finalidad de disefiar un
modelo de ruta cinética de los antibidticos. Los limites de sensibilidad de la técnica de valoracién de estos antibidticos
fueron 0,05 pg/ml para tilosina y tilmicosina, y 0,01 pg/ml para oxitetraciclina. Los coeficientes de correlacion fueron
superiores a 0,90 y los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo inferiores al 5%. Tanto tilosina como oxitetraciclina
presentaron un porcentaje de unién a proteinas de un 15% en promedio en tejidos y subproductos de la colmena,
lo cual resulté inferior a lo observado con tilmicosina (29% en promedio). En conclusion, por sus caracteristicas
quimicas, su actividad antimicrobiana y su baja tasa de unién a las abejas, larvas y subproductos de la colmena, la
tilosina presenta propiedades farmacocinéticas que podrian representar una ventaja terapéutica para el tratamiento
de la loque americana en colmenas.
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ABSTRACT

Binding of tylosin, tilmicosin and oxytetracycline to proteins from honeybees, larvae and beehive products.
American Foulbrood (AFB) caused by the spore-forming bacterium Paenibacillus larvae is the most serious disease
of bacterial origin affecting larvae and pupae of honeybees. Antibiotics are used in many countries for the control of
AFB in high incidence areas, but their misuse may lead to antibiotic resistance of bacterial strains and honey con-
tamination. The objective of the present work was to determine, through a biological method, the protein binding of
tylosin, tilmicosin and oxytetracycline to worker jelly; honey; pollen; adult bees and larvae in order to propose their
kinetic routes. The sensitivity limit of the technique used was 0.05 pg/ml for tylosin and tilmicosin and 0.01 pg/ml for
oxytetracycline, respectively. The method had intra and inter-assay correlation coefficients over 0.90, respectively
and a coefficient variation of intra-and inter-assay for all antibiotics and processed samples under 5%. Tylosin and
oxytetracycline presented lower percentages of protein binding in tissues and hive products (average 15%) in relation
to those observed for tilmicosin (29%). In conclusion, tylosin is useful for AFB control in honey bee colonies due to its
chemical characteristics, antimicrobial activity and levels of protein binding in bees, larvae, and beehive products.
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INTRODUCCION

Las abejas (Apis melifera L.) son afectadas por enfer-
medades infecciosas producidas por virus, bacterias, hon-
gos y parasitos eucariotas, los que ocasionan reduccion
en la poblacién de las colmenas (9). La loque americana
es una enfermedad bacteriana grave que afecta a larvas
y pupas de abejas y que ocasiona importantes pérdidas
econdmicas (21). Su agente etiologico es Paenibacillus

larvae, una bacteria gram positiva con capacidad de for-
mar esporas que permanecen infectivas y viables durante
largos periodos (12).

En la mayoria de los paises desarrollados, la quema de
colmenas es la Unica alternativa para el control de loque
americana. El empleo de antibiéticos, junto con otras
pautas de manejo integrado, se emplea en paises como
Argentina, Estados Unidos y Canada para el control de la
enfermedad en colmenares con altos niveles de infeccion,
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mientras que en lugares como Nueva Zelanda o en los
paises de la Union Europea el uso de antibiéticos esta
totalmente restringido (11).

La oxitetraciclina fue durante anos el unico antibiético
aprobado para su uso en colmenas; su empleo en for-
ma indiscriminada ha favorecido la aparicion de cepas
bacterianas resistentes (3, 5, 10). Recientemente se
aprobo el uso de tartrato de tilosina para su empleo en
colmenas afectadas de loque americana en Argentina,
Estados Unidos y Canada; al mismo tiempo, se contindan
estudiando otros antibiéticos efectivos contra P. larvae,
como la tilmicosina y la lincomicina (15, 21).

Hasta el presente, las dosis de antibidticos empleadas
para el control de la enfermedad se han calculado sobre la
base de parametros de sensibilidad in vitroy de los resul-
tados obtenidos en las practicas experimentales a campo
(1, 2, 20), pero las practicas empiricas de utilizacion de
farmacos podrian llevar al empleo de dosis incorrectas,
con riesgos potenciales de toxicidad en abejas, de se-
leccion de cepas bacterianas resistentes y de pasaje de
antibidticos a la miel y la jalea real.

No existe en la actualidad informacion que considere
en forma integrada la farmacocinética de los antibidticos,
la sensibilidad in vitro de los microorganismos y la ecolo-
gia de la microbiota bacteriana causante de enfermedades
de las abejas meliferas.

El porcentaje de union a proteinas de un farmaco de-
pende de su concentracion y de su constante de disocia-
cion, asi como de la concentracion de proteinas presentes
en los tejidos, los fluidos organicos y los subproductos
de la colmena (6). La hipotética ruta cinética que tendria
que recorrer un farmaco para estar activo en el sitio de
accion (larvas menores de 72 horas) comenzaria en el
alimento de las abejas nodrizas, encargadas de cuidar
a las larvas y producir su alimento. Las nodrizas se ali-
mentan basicamente de miel y polen; éstos son digeridos
en el intestino medio y sus nutrientes, por un proceso de
absorcion, pasan a la hemolinfa y luego a las glandulas
hipofaringeas encargadas de producir la jalea de obreras
(18, 19). Esta jalea es luego suministrada a las larvas
menores de 72 horas, las cuales constituyen el sitio de
localizacién de la infeccion (23) y el lugar en donde va a
actuar el farmaco (biofase). Habida cuenta del recorrido
hipotético del farmaco para llegar al sitio de accion, se
propuso como objetivo de este trabajo determinar la
union a proteinas de los antibidticos tilosina, tilmicosina
y oxitetraciclina en distintos tejidos y subproductos de la
colmena, para establecer potenciales ventajas terapéu-
ticas en el tratamiento de loque americana.

MATERIALES Y METODOS

Método biolégico

Se puso a punto un método biolégico de valoracién de con-
centraciones de tilosina, tilmicosina y oxitetraciclina en abejas
adultas, larvas y subproductos de la colmena, utilizando una
cepa de Geobacillus stearothermophilus (ATCC 12980). Se
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uso la técnica de Herbst con modificaciones (14); brevemente,
se emplearon placas de vidrio estériles de 22 cm x 15 cm con
35 ml de agar Miller-Hinton (Britania®) sembrados con esporas
de G. sthearothermophilus (valor 1 en la escala Mc Farland), a
una concentracion final de 0,5% v/v. Se prepararon soluciones
patrones de tilosina (Merck®), tilmicosina (Elanco®) y clorhidrato
de oxitetraciclina (Merck®) en soluciéon buffer fosfato a pH 7
(PBS), las que se adicionaron a jalea de obreras, miel, polen,
abejas adultas y larvas menores y mayores de 72 horas, a las
concentraciones de 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1; 5y 10 pg/ml. Se ho-
mogeneizaron las muestras (1 g de cada una) en mortero estéril
y a continuacion se les agregé 1 ml de solucion patrén de anti-
bidtico. Las soluciones patrones fueron utilizadas para verificar
la exactitud del método. Se selecciond la concentracion final de
10 pg/ml para comparar los halos de inhibicion y determinar el
porcentaje de unidn a proteinas. Las muestras se conservaron a
-18 °C hasta su utilizacion. Posteriormente, sobre las placas con
medio de cultivo se realizaron pocillos con sacabocados estéril
en 24 posiciones equidistantes entre si, donde se descargaron
25 pl de los patrones preparados con tejidos, subproductos de la
colmena y PBS. Luego de 6 horas de incubacion a 65 °C y 60%
+10% de humedad relativa ambiente se midieron con calibre
los halos de inhibicion bacteriana y se determind el coeficiente
de correlacion y el limite de sensibilidad del método. Todas las
muestras fueron procesadas por cuadruplicado por placa y du-
rante 4 dias a los efectos de evaluar los coeficientes de variacion
(CV) intra e inter-ensayo, de acuerdo con la férmula: CV =desvio
estandar / media de concentraciones.

Cuantificacion de la union a proteinas

Para cuantificar la unién de los antibidticos a las proteinas
presentes en los tejidos y subproductos de la colmena se uso
una técnica de difusion en agar, donde se compararon las zonas
de inhibicion bacteriana de las soluciones patrones de cada
antibiético probado frente a los halos de inhibicion producidos
por los antibidticos preparados en soluciéon acuosa. Habida
cuenta de que la difusién de los farmacos en el medio de cultivo
(método biolégico) depende de la concentracion de la fraccion
libre, y que la fraccion del farmaco unida a proteinas tiende a
producir halos mas pequenos, se calculé el porcentaje de unién
a proteinas en tejidos de larvas menores de 72 horas y mayores
de 72 horas, en miel, en jalea de obrera y en polen utilizando la
siguiente férmula: { [halo de inhibicién de la muestra(mm) — halo
de inhibicién control (mm)]/ [halo de inhibiciéon de muestra (mm)
1} X100 (6).

Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de las proteinas en los tejidos de larvas de
abejas menores y mayores de 72 horas de vida, en la miel y en
la jalea de obreras (1 gramo de muestra) se realizé por triplica-
do utilizando el método de Bradford (4). Para las muestras de
polen, cuya composicion es principalmente proteica, se realizd
una dilucién 1/10 de acuerdo con el método de Lowry (17) y
luego se cuantificé por el método de Bradford. La concentracion
proteica de todas las muestras se midio por espectrofotometria
empleando un espectrofotometro SmartSpec 3000 (BIO-RAD,
Hercules, EE.UU.).

Analisis cuantitativo de la miel y el polen

Con la finalidad de conocer la composiciéon polinica de la
miel y el polen empleados en este ensayo, se realizé un anali-
sis cualitativo segun el método de microscopia de Louveaux y
colaboradores (16).

RESULTADOS

El método bioldgico presentd un limite de sensibilidad
de 0,05 pg/ml para tilmicosina vy tilosina y de 0,01 pg/ml
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Tabla 1. Contenido de proteinas en tejidos de larvas (menores y mayores de 72 h) y abejas adultas, en jalea
de obreras, en miel y en polen. Los datos fueron obtenidos mediante el método de Bradford (con excepcién del
polen, donde se us6 el método de Lowry) y corresponden al valor promedio de 3 repeticiones + la desviacion
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estandar.

Muestras de tejidos y subproductos de la colmena

Larvas menores Larvas mayores Abejas Jalea Miel Polen
de 72 h de 72 h adultas de obreras
Proteinas (mg/g) 21.2 + 2,63 179+1,89 358=+268 71.0+502 23.0+1,98 224.0+ 16,89

para oxitetraciclina. Los coeficientes de correlacion
(medias) fueron 0,94 para tilosina; 0,90 para tilmi-
cosina y 0,91 para oxitetraciclina, en tanto que los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo para to-
dos los antibidticos estuvieron por debajo del 5%. Los
resultados de sensibilidad, los valores de coeficientes
de correlacion y los valores de las variaciones intra e
inter-ensayo obtenidos demostraron la confiabilidad
del método.

Las concentraciones de proteinas determinadas fueron
las siguientes: larvas menores de 72 h, 21,2 mg/g + 2,63;
larvas mayores de 72 h, 17,9 mg/g+ 1,89; abejas adultas,
35,8 mg/g +2,68; jalea de obreras, 71,0 mg/g +5,02; miel,
23,0 mg/g + 1,98; polen, 224,4 mg/g + 16,89.

Los valores de unién a proteinas de los antibidticos
tilosina, tilmicosina y oxitetraciclina obtenidos en larvas
menores (LCh) y mayores (LG) de 72 horas, en abeja
adulta (AA), en miel, en polen y en jalea de obreras
(JO) se muestran en la Figura 1. Los valores promedio
de unidén a proteinas en las abejas adultas, las larvas

Unién a proteinas (%)
3

AA -
Miel
Polen J0

Muestras

O Tilosina M Tilmicosina U Oxitetraciclina

Figura 1. Valores de union a proteinas de los antibiéticos tilosina,
tilmicosina y oxitetraciclina en larvas menores (LCh) y mayores
(LG) de 72 h, en abeja adulta (AA), en miel, en polen y en jalea
de obreras (JO) ; (n = 3).

y los subproductos de la colmena fueron inferiores
con los antibidticos tilosina y oxitetraciclina (15%) con
respecto a los obtenidos con tilmicosina (29%) (p =
2,62 E-05 1).

El analisis melisopalinoldgico de la miel dio como
resultado una miel monofloral de Lotus spp. L. (56,5%),
correspondiente principalmente a la especie Lotus glaber
Mill., con presencia de polen de la familia Myrtaceae
(Eucaliptus spp. L'Hér) (19,6%) y de la familia Urticaceae
(14,6%).

La muestra de polen estuvo compuesta por 75% de
ligustro (Ligustrum sinense Lour.), un 15% de diente de
ledn (Taraxacum officinale Wigg.) y un 10% de aporte de
lotus (Lotus spp. L.) y cardo (Cynara cardunculus L.).

DISCUSION

La eficacia y toxicidad de los farmacos esta en funcion
de las concentraciones libres de medicamento. Las unio-
nes de los antibidticos a las proteinas son reversibles, y
en la medida que disminuye el farmaco libre por el pasaje
a los tejidos o su eliminacion, mas farmaco se libera de
las proteinas (13).

El pH de la jalea de obrera (alimento de las larvas
chicas) es acido; por lo tanto, los farmacos basicos
como la tilosina y la tilmicosina tienden a permanecer
en forma disociada (ionizada e hidrosoluble). Luego,
cuando dichos antibidticos ingresan en el tubo digestivo
de las larvas, la caracteristica quimica del sitio (pH 6,5,
tendiente a la neutralidad) permite que permanezcan
en formas no disociadas (liposolubles), lo que facilita el
pasaje a través de membranas y provoca la distribucion
sistémica.

La tilmicosina y la tilosina son antibidticos que poseen
actividad tanto in vivo como in vitro contra microorganis-
mos gram positivos como P. larvae (2, 21). Sin embargo,
el hecho de que el porcentaje de tilmicosina (29%) unido a
proteinas sea el mas alto de los estudiados, incluso en ja-
lea de obreras, genera la necesidad en futuros trabajos de
cuantificar sus concentraciones en larvas para optimizary
racionalizar las dosis terapéuticas. Ademas, teniendo en
cuenta las caracteristicas tiempo-dependientes de estos
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macrolidos, se debera garantizar que las cantidades de
farmacos en el sitio de accién permanezcan por encima
de la CIM durante un tiempo prolongado (13).

Con respecto al contenido proteico de las muestras de
polen, éste difiere entre un 2,5% y un 61% de acuerdo
con la especie floral, y permanece altamente conservado
dentro de los géneros, familias y especies botanicas. Por
ejemplo, en el caso de las leguminosas, el contenido pro-
teico del polen es mas alto que en otras especies, razon
por la cual los mayores porcentajes de proteina presente
en la miel que se empled en este trabajo pueden deberse
a que contenia polen de Lotus spp. en alta proporcion.

El uso racional de antibiéticos para tratar enfermedades
infecciosas de origen bacteriano en las colmenas debe
considerar los aspectos farmacocinéticos; ello permitira
conseguir resultados terapéuticos y evitara la seleccion
de cepas bacterianas resistentes, a la vez que reducira la
posibilidad de que aparezcan residuos activos en la miel
y en los subproductos de la colmena (7).

Por otro lado, tanto la oxitetraciclina como la tilosina
presentaron un porcentaje bajo de unidén a proteinas
comparado con la tilmicosina. Esta particularidad junto
con sus caracteristicas fisicoquimicas hacen que ambos
antibidticos sean adecuados para su uso en colmenas.
No obstante, las caracteristicas quimicas, la sensibilidad
bacteriana y el porcentaje bajo de unién a proteinas tanto
en la jalea de obreras (14,8%) como en las larvas menores
de 72 h (6,48%) transforman a la tilosina en el antibiético
con las mejores caracteristicas farmacocinéticas para el tra-
tamiento de la loque americana, particularmente en paises
donde se ha detectado resistencia a oxitetraciclina (3, 5,
10). En forma paralela deberian continuarse los estudios
cinéticos para contemplar la posibilidad de un ajuste de
dosis, considerando la penetracion a tejidos y subproductos
de la colmena. De esta forma se evitaria la subdosificacion,
que conlleva la posibilidad de caer dentro de la ventana
de seleccion de mutantes (8) (intervalo entre la CIM ne-
cesaria para impedir el desarrollo de una cepa y la menor
concentraciéon de antimicrobiano que impide el desarrollo
de mutantes) y también la sobredosificacion, vinculada con
posibles efectos toxicos o residuales en la miel.

En conclusion, debido a sus caracteristicas quimicas,
su actividad antimicrobiana y su baja tasa de union a pro-
teinas de diversos tejidos y subproductos de la colmena, la
tilosina constituye una alternativa terapéutica para el con-
trol de la loque americana debido a sus ventajas cinéticas.
Sin embargo, seria conveniente seguir realizando estudios
farmacocinéticos, de sensibilidad y de determinacion de
ventana de seleccion de mutantes para calcular las dosis
y los momentos 6ptimos de administracion a fin de utilizar
mas racionalmente dicho antibiético.
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