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RESUMEN: Los objetivos del estudio fueron aislar e identificar bacterias acido lacticas (BAL) a
partir del tracto digestivo de abejas Apis mellifera. Se obtuvieron 35 aislamientos, de ellos 13 se
consideraron como BAL por sus caracteristicas morfologicas y bioquimicas. Se amplificoé mediante
PCR y usando cebadores universales un fragmento del gen ADNr 16S a partir del ADN bacteriano.
Los productos de PCR obtenidos se purificaron y secuenciaron. Las secuencias obtenidas se
compararon con otras depositadas en la base de datos GenBank. Las cepas también se identificaron
mediante caracterizacion protedmica utilizando MALDI TOF MS. Los resultados mostraron la
presencia de cuatro géneros de BAL; predominaron Lactobacillus spp. (38,4 %) y Fructobacillus spp.
(30,8 %) vy, en el analisis por especies, se identificaron Lactobacillus kunkeei (31 %) y Fructobacillus
fructosus (31 %). El presente estudio confirma el predominio del género Lactobacillus dentro de las
bacterias acido lactico del tracto digestivo de las abejas. Esta investigacion es la primera en reportar
aislamiento e identificacion molecular de BAL obtenidas desde el tracto digestivo de abejas meliferas
en Cuba.
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ABSTRACT: The aim of the study was to isolate and identify lactic acid bacteria (LAB) from the
digestive tract of Apis mellifera bees. Thirty-five bacterial isolates were obtained and 13 of them were
considered LAB due to their morphological and biochemical characteristics. A fragment of the 16S
rDNA gene was amplified by PCR and using universal primers from the bacterial DNA. The obtained
PCR products were purified and sequenced. The sequences obtained were compared with others
deposited in the GenBank database. The strains were also identified by proteomic characterization
using MALDI TOF MS. The results showed the presence of four genera of LAB, with Lactobacillus
spp. (38.4 %) and Fructobacillus spp. (30.8 %) predominating. Lactobacillus kunkeei (31 %) and
Fructobacillus fructosus (31 %) were identified in the analysis by species. This study confirms the
predominance of the Lactobacillus genus within the lactic acid bacteria of the digestive tract of bees.
This research is the first to report isolation and molecular identification of LAB obtained from the
digestive tract of honey bees in Cuba.
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INTRODUCCION

Las abejas, Apis mellifera, son uno de los mas
importantes insectos en el ecosistema terrestre,
no solamente por la produccion de miel, dadas
sus virtudes nutritivas y terapéuticas, sino ademas
por su papel esencial como polinizadores de
diferentes especies de plantas entomofilas (1-3).
De ellas depende la supervivencia y evolucion de
mas del 80 % de las especies vegetales (4),
aunque este desempefio se puede alterar debido a
la transformacion de sus ecosistemas, como
consecuencia de los cambios climaticos que se
suceden en la actualidad (5).

La microbiota del tracto digestivo de las abejas
es muy variada y estd asociada al tipo de
alimentacion que se aplica en las colmenas, el
sistema de explotacion, la estacionalidad y el
estado de salud (6). Otros autores han reportado
que las abejas meliferas poseen una alta
especificidad de la comunidad microbiana
intestinal; se componen por alrededor de ocho
filotipos (7) donde predominan tres grupos
fundamentalmente en la comunidad intestinal,
Snodgrassella  alvi, Gilliamella apicola 'y
Lactobacillus spp. (8).

En Pakistan reportaron el aislamiento e
identificacion de microrganismos desde el
intestino de abejas de diferentes zonas del pais y
mostraron tres filos de bacterias: Firmicutes
(60 %), Proteobacteria (26 %) y Actinobacteria
(14 %) (9); mientras que Kwong y Moran (10) en
su estudio refieren siete filos especificos de
microorganismos identificados mediante
secuenciacion del gen ADNr 16S, en los que se
incluyen cuatro filos de Proteobacteria, dos
Firmicutes y uno Actinobacterium.

Las especies de bacterias acido lacticas (BAL)
predominantes en el estdbmago e intestino de
abejas Apis mellifera, A. dorsata y A. bumble
pertenecen al género Lactobacillus (11) e incluye
alrededor de 174 especies (12). La carga
microbiana intestinal de las larvas es mas baja
que en las abejas adultas, pero la composicion
taxonomica es similar (13); no obstante, la
variabilidad esta fuertemente influenciada por las
condiciones ambientales (14).

Los
negativos, Gram positivos y usualmente en forma
de bacilos. Los mismos se encuentran en gran

lactobacilos son bacterias catalasa

variedad de habitat de origen vegetal y el tracto
gastrointestinal de los animales, incluyendo las
abejas meliferas (15) y se emplean en la
produccién de varios alimentos fermentados de
origen animal y vegetal.

La identificacion y la diferenciacion de la
microbiota de BAL en abejas se orientan en los
ultimos afios al uso de métodos con bases
moleculares y se considera la secuenciacion del
gen ADNr 16S como el patrén estandar para la
identificacion y el analisis filogenético de BAL
(16). Diferentes regiones de este gen se emplean
para identificar especies de
(17-19). El empleo de la caracterizacion
protedmica mediante MALDI TOF MS (Matrix -
Assisted Laser Desorption / Ionization Time of
Flight MassSpectrometry), para identificar
microorganismos patogenos y benéficos, se ha
incrementado en los ultimos afos, aprovechando
su rapidez y precision para obtener resultados
(20).

La utilizacion de especies de Lactobacillus
como probidticos se continila sugiriendo en la
apicultura por la estimulacion del sistema inmune
innato de las abejas, debido a la produccion de
sustancias inhibidoras e intervencion en acciones
fisioldgicas, ayudandolas a sobrevivir contra el
efecto de patogenos (21,22) y asi favorecer el
estado de salud general de las mismas (23,24).
De ahi la importancia de aislar cepas de estas
especies y realizar su identificacion acorde a
estandares internacionales, para caracterizar su
desempefio como probiodticos en investigaciones
futuras.

Los objetivos de este trabajo fueron aislar e
identificar cepas de bacterias 4cido lacticas
(BAL) del tracto digestivo de abejas adultas
A. mellifera.

Lactobacillus

MATERIALES Y METODOS
Animales

Las muestras de abejas Apis mellifera se
colectaron entre los meses enero y marzo de
2017; se conformaron tres lotes de 25 abejas
adultas cada uno, que representaban diferentes
colmenas y unidades de produccion apicola de la
provincia Sancti Spiritus, Cuba. Para su
transportacion y conservacion, se introdujeron en
frascos estériles hasta su llegada al laboratorio

(Laboratorios Novatec de Cuba).
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Aislamiento de BAL del
abejas

intestino de

Las muestras se procesaron en el Laboratorio
de Referencia para Investigaciones y Salud
Apicola (LARISA). Se siguid el protocolo
descrito por Engel (16); las abejas de cada uno de
los lotes fueron previamente desinfectadas
(Solucioén clorada al 1 %) y lavadas tres veces
con solucion salina peptonada estéril (SSPE) para
eliminar contaminantes externos. A continuacion,
bajo condiciones de esterilidad se conformaron
tres grupos que contenian fragmentos del
abdomen de las abejas (20 a 25 abejas cada uno).
Finalmente, se transfirieron a 25 mL de SSPE en
bolsas estériles y se maceraron durante tres
minutos en un equipo Biomaster Seward
Stomacher 80.

La siembra de las muestras maceradas se
realizd en los medios de Man Rogosa Sharpe
(MRS), Lactobacillus Anaerobic MRS con
Vancomicina 'y Verde de Bromocresol,
(LAMVAB) y Streptococcus thermophillus (ST).
Para ello se realizaron diluciones seriadas 1:10,
tomando 1 mL para 9 mL en soluciéon Ringer
estéril y se sembraron en placas, utilizando 0,1
mL por cada dilucion (104102 y 107). Los
medios inoculados se incubaron a 37°C durante
72 h  bajo  condiciones  anaerObicas
(H,:C0O,=90:10) en jarras de anaerobiosis con
vacuomanometro OXOID HP0011 (Oxoid, UK).
Se realizaron dos réplicas.

A partir de los cultivos en los medios MRS,
LAMVAB y ST, se procedié por observacion
macroscopica a la seleccion de las colonias que
cumplian con las caracteristicas presuntivas a los
géneros en estudio: colonias elevadas, de
superficie gruesa y brillante, bordes elevados,
coloracion blanquecina y cremosa (25).

La Tincién de Gram y la prueba de catalasa
(26) se realizaron como tamizaje inicial de las
colonias con caracteristicas culturales presuntivas
del género Lactobacillus spp. La presencia de
forma bacilar, cocobacilos, Gram positivo y
catalasa negativo se consideraron como
parametros para la seleccion. Los aislamientos se
conservaron en el banco de cepas del laboratorio
a -80°C en caldo MRS (Britania) suplementado
con glicerol estéril al 20 % (Merck, Darmstadt,
Germany) para los futuros analisis.

Extraccion del ADN bacteriano,
amplificacion del ADNr 16S 'y
secuenciacion del fragmento amplificado

Las cepas se identificaron en el Laboratorio de
Analisis de Alimentos, Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Litoral,
mediante la 16S.
Primeramente se procediéo a la extraccion del
ADN genomico de las cepas mediante el uso de
un kit de purificacion de ADN comercial
DNAzol® (Molecular Research Center, Inc). El
gen ADNr 16S se amplifico mediante PCR con
un termociclador (MJ Research®) usando los
cebadores 27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCT
CAG-3") y 1492R (5'-GGYTACCTTGTTAC
GACTT-3") (Lane, 1991). Cada tubo de PCR
contenia una mezcla de reaccion de 10 pL de
buffer 5X (Promega®), 1,5 mM de MgCI2,
200 pM de cada
(Promega®), 0,4 uM de cada primer y 2U de Tag
polymerasa (Promega®) en un volumen final de
50 uL. Se utiliz6 el siguiente programa de
amplificacion: 94°C durante 5 min; 30 ciclos de
94°C durante 1 min, 55°C durante 1 min y 72°C
durante 1 min; y una extension final de 72°C
durante 7 min. Los productos de PCR de
aproximadamente 1500 pb se
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %
p/v, con tinciéon de GelRed® bajo luz UV. Los
productos de PCR obtenidos de 13 cepas fueron
purificados con el juego de reactivos Wizard
PCR SV Gel & PCR Clean- Up System
(Promega®) y luego secuenciados (Macrogen,
Korea del Sur). Las secuencias obtenidas se
compararon con otras depositadas en la base de
datos  GenBank  (National Centre for
Biotechnology Information, Rockville Pike,
Bethesda, MD), usando el algoritmo de BLAST
(disponible en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

secuenciacion del ADNr

desoxinucleodtidotrifosfato

visualizaron

Caracterizacion utilizando

MALDI TOF MS

proteémica

La identificacion de los aislamientos mediante
MALDI TOF MS (Matrix - Assisted Laser
Desorption/Ionization Time of Flight Mass
Spectrometry) se realizé directamente a partir de
una colonia aislada adhiriendo la misma a la
placa metalica de MALDI. Las placas con las
tarjetas MALDI se introdujeron en el
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espectrometro de masa MALDI TOF para las
mediciones automatizadas y la interpretacion de
datos. Los perfiles del espectro de masa MALDI
TOF fueron importados con el software MALDI
Biotyper 3.0 y procesados automaticamente
después de las mediciones. La comparacion con
la base de datos arroj6 un resultado de
identificacion mostrando género y especie

bacteriana y su porcentaje de precision.
RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los cultivos de muestras de
abdomen de abejas en los medios MRS,
LAMVAB y ST, se procedid por observacion
macroscopica a la seleccion de las colonias que
cumplian con las caracteristicas que permitian
considerarlas como pertenecientes a los géneros
en estudio.

Se obtuvieron 35 aislamientos a partir del
tracto digestivo de las abejas 4. mellifera en los

medios MRS, LAMVAB y ST por observacion
macroscopica de las colonias y de ellas 13 cepas
se consideraron como posibles BAL por la
morfologia, coloracion Gram positiva en la
tincion y prueba catalasa negativa. El analisis de
las secuencias obtenidas reveld 98 y 99 % de
identidad con los siguientes géneros y especies
(Tabla 1).

En la caracterizacion proteémica utilizando
MALDI TOF MS, solo dos cepas (Lactobacillus
rhamnosus y Lactococcus garvieae) pudieron ser
identificadas mediante esta técnica (Tabla 1),
debido a que el resto de las cepas
correspondieron a especies que aun no estaban
incorporadas en la base de datos empleada.

Cuando los aislamientos se agruparon
(Tabla 2), se aprecid la existencia de cuatro
géneros de BAL, predominando Lactobacillus
spp. (38,4 %) y Fructobacillus spp. (30,8 %) vy,
en el andlisis por especies (Fig. 1), destacan
L. kunkeei (31 %) y F. fructosus (31 %).

Tabla 1. Bacterias acido lacticas (BAL) aisladas a partir del tracto digestivo de abejas e
identificadas mediante secuenciacion del ADNr 16S y MALDI TOF MS./ Lactic acid bacteria (LAB)
isolated from the digestive tract of bees and identified by 16S rDNA and MALDI TOF MS sequencing.

Identificacion bacteriana

. . Secuenciacion ADNr 16S MALDI TOF MS
Aislamiento Gram Catalasa
. . Querycover Ident Especie Ident

Especie bacteriana (%) (%) bacteriana (%)

SS66 + - Fructobacillu 99 99 No encontrada -
sfructosus

SS67 + - Weissella 100 98 No encontrada -
paramesenteroides

SS68 + - Fructobacillus 100 99 No encontrada -
fructosus

SS69 + - Weissella 100 98 No encontrada -
paramesenteroides

SS70 + - Lactobacillus  kunkeei 100 99 No encontrada -

SS71 + - Lactobacillus  kunkeei 100 99 No encontrada -

SS72 + - Fructobacillus 99 99 No encontrada -
fructosus

SS73 + - Lactobacillus 100 99 Lactobacillus 99,90
rhamnosus rhamnosus

SS74 + - Lactobacillus  kunkeei 100 99 No encontrada -

SS75 + - Lactobacillus  kunkeei 100 99 No encontrada -

SS76 + - Fructobacillus 100 98 No encontrada -
fructosus

SS78 + - Weissella 99 99 No encontrada -
paramesenteroides

SS79 + - Lactococcus  garvieae 100 99  Lactococcus 95,90

garvieae
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Tabla 2. Porcentaje de aislamiento de los
diferentes géneros encontrados en el tracto
digestivo de abejas meliferas./ Percentage of
isolation of the different genera found in the
digestive tract of honey bees.

No. Géneros %

1 Lactobacillus ssp. 38,4
2 Fructobacillus ssp. 30,8
3 Weissella ssp. 23,1
4 Lactococcus ssp. 71,7

Las bacterias acido lacticas son abundantes en
el estomago de las abejas meliferas, predominan
las del género Lactobacillus y Bifidobacterium
(27). El género Lactobacillus es el grupo mas
importante dentro de los BAL y usualmente se
encuentra como parte de la microbiota del tracto
digestivo de humanos y animales, siendo
utilizado como probidticos en estas especies (16).
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Figura 1. Cepas predominantes (%) de bacterias
acido lacticas obtenidas a partir del tracto
digestivo de las abejas Apis mellifera en Cuba./
Predominant strains (%) in the isolation of lactic
acid bacteria obtained from the digestive tract of
Apis mellifera bees in Cuba.

Los Lactobacillus spp. aislados de la miel y del
tracto digestivo de las abejas meliferas pueden
ser seleccionados y usados para la preservacion
de alimentos, para su enriquecimiento y como
suplemento probidtico en el consumo humano o
para su uso en las propias abejas para mejorar su
estado de salud (28).

De igual forma, se ha asociado la fortaleza de
la colonia con la taxonomia del tracto intestinal
de las abejas; se ha podido comprobar a los
Lactobacillus spp. dentro de los géneros
predominantes en colmenas fortalecidas,
sugiriéndose que el perfil de la microbiota podria
usarse como una herramienta de diagnostico en
las practicas de apicultura y predecir la salud de
las colmenas y guiar el manejo de las mismas

(19).

Un estudio comparativo de BAL aisladas
desde el intestino de abejas meliferas y desde
flores (mediante estudios filogenéticos y de
plasmidos) mostr6 el predominio de bacterias
acido lacticas y Bifidobacterias y, dentro de ellas,
las  especies  Lactobacillus  kunkeei 'y
Fructobacillus fructosus (29).

Histéricamente, muchos ensayos para aislar e
identificar BAL empleaban métodos basados en
el cultivo de las cepas (30). Ensayos mas
recientes han aplicado la amplificacion de
cultivos independientes mediante la
secuenciacion del gen ADNr 16S para estudiar
esa comunidad basado en el polimorformismo de
cada cepa (16,31). En el presente estudio, el
método de cultivo clésico fue combinado con la
secuenciacion de ADNr 16S para describir la
diversidad bacteriana y su relacion filogenética
con Lactobacillus spp. presentes en el tracto
digestivo de las abejas adultas 4. mellifera.

El estudio se dirigi6é al aislamiento de BAL
dominantes en el tracto digestivo de las abejas
mas explotadas en Cuba (4. mellifera), las cuales
se someten a un nuevo y complejo ecosistema
(4). Los resultados del andlisis filogenético
mostraron que en las muestras estudiadas existen
cinco géneros diferentes de Lactobacillus. Las
cepas dominantes de lactobacilos totalizaron el
31 % y fueron mas cercanas a las especies
previamente descritas (L. kunkeei y F. fructosus).
Estas especies son generalmente reconocidas
como seguras (GRAS) y wvarias cepas de
L. kunkeei y F. fructosus se han aislado desde
diferentes nichos ecologicos, vinculados con el
entorno apicola (32). En un estudio sobre
lactobacilos fructofilos (LABF) en abejas
meliferas, Endo y Salminen (33) reportaron como
grupos predominantes los pertenecientes a
L. kunkeei y F. fructosus. Otros autores hacen
idéntica consideracion cuando aislan cepas desde
el tracto intestinal de abejas y sefialan que las
cepas de Lactobacillus kunkeei son las especies
predominantes durante las estaciones de
hambruna (34).

Un estudio sobre diversidad de bacterias acido
lacticas, asociadas con abejas meliferas y su
posible uso como probidticas para manejar
condiciones estresantes (25), reportd que de los
42 aislamientos siete fueron los géneros
predominantes Enterococcus spp. (23,8 %),
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Micrococcus spp. (18,8 %), Streptococcus spp.
(13,8 %), Pediococcus spp. (13,8 %),
Lactobacillus spp. (10,0 %), Lactococcus spp.
(10,0 %) y Leuconostoc spp. (10,0 %).

En el mismo sentido, Ribiére et al. (19), con el
uso de técnicas de aislamiento selectivas y la
secuenciacion de ADNr 16S de Lactobacillus
spp. de muestras de flores e intestino de abejas,
identificaron, en ambos casos, dentro de las
especies mas frecuentes Lactobacillus kunkeei y
Fructobacillus fructosus. Ademas, en un estudio
filogenético y de plasmidos, los resultados
mostraron el predominio de las bacterias acido
lacticas de las especies Lactobacillus kunkeei y
Fructobacillus fructosus (29).

Las otras especies de BAL encontradas en el
tracto  digestivo de las abejas fueron
W. paramesenteroides y L. rhamnosus, reportadas
en estudios y ambientes vinculados a las abejas
(19,35,36).

En la provincia Tucuman, Argentina, se
aislaron diferentes bacterias 4cido lacticas desde
frutas y flores y caracterizadas genotipicamente;
las 21 especies encontradas pertenecian a seis
géneros: Enterococcus, Fructobacillus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc 'y
Weissella. Dentro de las especies se encontraron
L. rhamnosus y F. fructosus (37); ambas cepas
también se hallaron en el presente estudio de la
microbiota intestinal de las abejas. Estos
hallazgos hablan de la relacion que existe entre la
microbiota de las flores y la de las abejas y que
ha sido reportada en un estudio reciente (38),
aunque las abejas suelen tener una comunidad
microbiana diversa en nimero y metabdlicamente
(39) y estar asociadas a las condiciones
medioambientales en que se desarrollan (14).

Se ha encontrado también en estudios de
aislamiento y caracterizacién por secuenciacion
de ADNr 16S de BAL, en hojas de plantas y
frutas, especies de W. paramesenteroides junto
con L. plantarum, E. faecalis y Lactobacillus
paraplantarum (19,40); por lo que no es inusual
que esta especie pueda aparecer en la microbiota
intestinal de las abejas, también se refiere en
estos casos de comunidades intestinales erraticas

que consisten en bacterias ambientales que varian
ampliamente entre los individuos (41).

La otra especie identificada, Lactococcus
garvieae, es menos reportada en ambientes
asociados a las abejas; no obstante, se hallo en la
valoracion de la microbiota del pequefio
escarabajo (dethina tumida) que presenta
relacion con las abejas meliferas como huésped
(42). Este mismo autor asocid L. kunkeei y
L. garvieae en las abejas, aunque ubicoé a
L. garviae como un microorganismo patogeno.
En estudio de identificacion de la microbiota
intestinal de abejas 4. mellifera, se reportan las
familias Micrococcaceae 'y
Staphylococcaceae en el recuento de bacterias
Gram positivas; dentro de las especies, estos
autores identificaron Lactococcus garvieae por
MALDI TOF MS (43); resultado que se
corresponde con el presente estudio.

Generalmente, las cepas de Lactococcus
garvieae  son  aisladas desde  productos
fermentados y en rebrotes de plantas; ambientes
con los cuales las abejas pueden tener contacto;
especies de L. garvieae también se vinculan a
procesos patologicos en peces y se han evaluado
como benéficos en otros casos
(44,45). L. garvieae LG34 aislado desde pepino
fermentado chino produjo una bacteriocina de
Clase II con un amplio espectro inhibidor y
mostré que tenia el potencial para su utilizacion
como biopreservador de alimentos (46); no
obstante, se necesitan estudios adicionales para
dilucidar su presencia en la microbiota de las
abejas y las flores.

Nueve de las especies de BAL encontradas se
han reportado como posibles agentes benéficos
en abejas, aunque las mismas suelen tener una
comunidad microbiana diversa en numero y
metabolicamente (39) y esta hay que verla
contextualizada, tanto ecologica como
ambientalmente. La investigacion sobre el
empleo de probidticos es de gran utilidad para
incidir positivamente en la salud de esta especie,
evitar el uso de antibidticos en su crianza y
eliminar efecto residual en la miel y otros
productos apicolas que constituyen una de las
ramas exportables mas importantes del pais (47).

Lactococcaceae,
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CONCLUSIONES

Este estudio confirma el predominio del
género Lactobacillus dentro de las bacterias
acido lactico (BAL) del tracto digestivo de las
abejas. Las especies de BAL dominantes fueron
Lactobacillus kunkeei y Fructobacillus fructosus.
Las principales especies de BAL encontradas se
han utilizado como agentes probidticos, por lo
que deben continuarse los ensayos a nivel de
laboratorio para evaluar su comportamiento. Esta
investigacion es la primera en
aislamiento e identificacion molecular de BAL
del tracto digestivo de abejas meliferas en Cuba.
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