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Resumen

La bacteria esporulada gram positiva Paenibacillus larvae es el agente causal de la loque
americana de las abejas. El objetivo de este trabajo fue comparar las CIM de tetraciclina
obtenidas por el método Etest y las obtenidas por el método de dilucién en agar frente
a 22 cepas del patogeno, empleando dos medios de cultivo: Iso-Sensitest y MYPGP. Se
encontré una concordancia de categoria entre dichos métodos del 100 % usando agar
Iso-Sensitest, mientras que con MYPGP la concordancia de categoria fue del 86,36 % (con
3 errores menores). Los resultados de este estudio sugieren que la combinacion de las
tiras de Etest con agar Iso-Sensitest seria una alternativa rapida y confiable para deter-
minar las CIM de tetraciclina en P. larvae; sin embargo, estos resultados deberan confir-
marse en futuros estudios que contemplen un mayor nimero de aislamientos.

© 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espafa, S.L. Todos
los derechos reservados.

Evaluation of the Epsilometer (Etest) method for the detection of tetracycline
susceptibility in Paenibacillus larvae, the causal agent of American foulbrood
disease of honeybees

Abstract

American foulbrood (AFB) is a bacterial disease caused by the spore-forming, gram-
positive bacterium Paenibacillus larvae, which affects honeybee broods worldwide. The
aim of this work was to compare the Epsilometer test (Etest) to the agar dilution method
for testing a collection of 22 P. larvae strains to tetracycline by using MYPGP and Iso-
Sensitest agars. Results showed that a categorical agreement of 100% was found when
using Iso-Sensitest, while a categorical agreement of 86.36% was found (with 3 minor
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errors) when MYPGP was tested. In conclusion, the Etest could be a rapid and reliable
method for testing MIC values of tetracycline in P. larvae only when used in combination
with Iso-Sensitest agar. Nevertheless, these results should be confirmed with future
studies involving a larger number of isolates.

© 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espana, S.L. All

rights reserved.

La loque americana es la enfermedad mas grave y peligrosa
que afecta a las larvas y pupas de las abejas meliferas (Apis
mellifera L.)". Esta difundida a nivel mundial en todos los
paises productores de miel y su agente causal es la bacteria
esporulada gram positiva Paenibacillus larvae™. Las espo-
ras, que constituyen la forma infectiva y de supervivencia,
mantienen su capacidad patdégena por largos periodos, ade-
mas de ser muy resistentes al calor, los agentes quimicos y
la radiacion UV.

En la mayoria de los paises desarrollados la quema de
colmenas es la Unica alternativa para el control de loque
americana, y existen distintos métodos para recuperar el
material inerte, como la esterilizacion por radiacion gam-
ma, la inmersion en parafina o la desinfeccion con dxido de
etileno, soda caustica o hipoclorito de sodio.

En paises como Argentina, EE. UU. y Canada, se emplean,
entre otros, los antibioticos tetraciclina (TET) y oxitetraci-
clina (OTC) para el control de esta enfermedad, junto con
pautas de manejo integrado del colmenar*™. Las tetracicli-
nas eliminan los sintomas porque inhiben las formas vegeta-
tivas, pero no las esporas, que son las responsables de la
diseminacion de la enfermedad.

El empleo continuado de TET trajo como consecuencia la
aparicion de cepas bacterianas resistentes en poblaciones
naturales del patogeno. Este antibidtico impide el creci-
miento bacteriano por inhibicion de la sintesis de proteinas
y, hasta el presente, se han identificado tres tipos diferen-
tes de mecanismos de resistencia a este agente en las bac-
terias: eflujo de tetraciclina, proteccién ribosémica y modi-
ficacion de la molécula del antibiético. Los dos primeros
estan ampliamente distribuidos en bacterias gram negati-
vas y gram positivas, en las que los genes de resistencia
correspondientes se asocian frecuentemente con elemen-
tos moviles, como plasmidos y transposones. En el caso de
P. larvae se ha podido correlacionar la presencia de cierto
tipo de plasmidos con alta resistencia a TET en cepas bac-
terianas provenientes de EE. UU.%™,

Al no existir recomendaciones del CLSI para la determi-
nacion de las CIM de TET para P. larvae, en estudios previos
se propuso como técnica de referencia para esta especie el
método de dilucion en agar utilizando caldo Muller-Hinton
adicionado con extracto de levadura, K,HPO A glucosa, piru-
vato de sodio y agar (conocido como MYPGP) como medio
basal'®, y se establecieron los puntos de corte entre cepas
sensibles (S) y resistentes (R), considerando a la cepa S
cuando el valor de CIM era < 4 ug/ml, | con CIM entre 4y
8 ug/mly R frente a CIM > 16 ug/ml*°.

El Etest (Epsilometer-test) es una técnica cuantitativa
para la determinacion de la concentracion inhibitoria mini-
ma (CIM) de antibioticos y antifingicos mediante un gra-
diente de concentracion del antimicrobiano sobre una tira.
Es una alternativa sencilla y rapida a las determinaciones

convencionales de CIM. El método esta calibrado para cum-
plimentar con los requerimientos de los métodos de refe-
rencia del CLSI”2. No obstante, para ciertas combinaciones
de especies bacterianas y antibidticos, se han obtenido re-
sultados controvertidos en relacion con la técnica de refe-
rencia®>'3, Asimismo, no existen comunicaciones acerca de
su confiabilidad con respecto a su uso para evaluar la sensi-
bilidad de aislamientos de P. larvae o de otras bacterias
patogenas de abejas.

El objetivo de este trabajo ha sido evaluar el desempefo
diagnostico del Etest comparandolo con el método de dilu-
cion en agar para la determinacion cuantitativa de la sensi-
bilidad/resistencia de P. larvae hacia tetraciclina, y corre-
lacionar las CIM obtenidas por ambos métodos comparando
dos medios de cultivo aptos para el desarrollo de P. larvae,
MYPGP e Iso-Sensitest agar (Oxoid Ltd., Basingstoke, Hamp-
shire, Inglaterra).

Se probaron 16 cepas de P. larvae provenientes de distin-
tos origenes geograficos; estas presentaban distinta sensibi-
lidad a TET y distintos perfiles de amplificacion obtenidos
por rep-PCR empleando cebadores BOX®? Se seleccionaron
los cebadores BOX porque permiten diferenciar un mayor
numero de genotipos dentro de las poblaciones de P. larvae;
hasta el presente se han encontrado 7 perfiles BOXA1R a
nivel mundial, denominados A, B, C, D, E, F y G>° (Alippi AM
y Lopez AC, resultados no publicados). Adicionalmente, se
emplearon 5 cepas de P. larvae (ATCC 9545, NRRL B-3555,
NRRL B-14154, CCM486, CCM 38) y la cepa de Staphylococ-
cus aureus ATCC 29213 como controles de referencia y cali-
dad, respectivamente (tabla). Las cepas empleadas (que
habian sido aisladas por métodos previamente descritos'?3?
de muestras de larvas infectadas por loque americana o de
mieles que contenian esporas del patégeno) se obtuvieron
de la Coleccion bacteriana de la UB-CIDEFI (Unidad de Bac-
teriologia, Centro de Investigaciones de Fitopatologia, Fa-
cultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacio-
nal de La Plata, Argentina).

Para determinar las CIM mediante el método de dilucion
en agar se emplearon como medios basales agar MYPGP'? y
agar Iso-Sensitest, dado que P. larvae no desarrolla o lo hace
muy pobremente en agar Muller-Hinton (MH)°, que es el me-
dio recomendado por el CLSI para las pruebas de sensibilidad
a tetraciclina’®. Para la preparacion del agar MYPGP se em-
pled caldo Muller-Hinton (Britania, Argentina), agar (Oxoid,
Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) y KZHPO‘L glucosa y piru-
vato de sodio (Merck, Darmstadt, Alemania).

Los medios de cultivo previamente esterilizados fueron
mantenidos a 45 °C hasta la incorporacion de las soluciones
de tetraciclina (Sigma-Aldrich, Chemie, Steinheim, Alema-
nia) para obtener el siguiente gradiente de concentraciones
crecientes en las placas: 0,0625; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 2; 4;
8; 16; 32; 64 y 128 nug/ml. Como controles se emplearon
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Tabla Comparacion de las CIM de tetraciclina frente a cepas de Paenibacillus larvae, determinadas por las técnicas de
dilucion en agar y Etest

Cepas Origen Perfil de Agar Iso-Sensitest Agar MYPGP
HOERE;E CIM Dilucion ~ CIM Etest  CIM Dilucion ~ CIM Etest
(wg/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)  (ug/ml)
P. larvae PL3 larvas, Entre Rios, Argentina A 1 0,125 0,5 0,064
P. larvae PL7 larvas, Buenos Aires, Argentina A 0,125 0,064 0,125 0,064
P. larvae PL29 escamas, Nueva Zelanda B < 0,0625 0,032 < 0,0625 0,016
P. larvae PL38 larvas, Rio Negro, Argentina C 0,125 0,5 0,0625 0,125
P. larvae PL48 escamas, Var, Francia A < 0,0625 0,016 < 0,0625 < 0,016
P. larvae PL56 escamas, Uppsala, Suecia B 0,0625 < 0,016 < 0,0625 < 0,016
P. larvae PL96 larvas, Leicester, Reino Unido B < 0,0625 < 0,016 < 0,0625 < 0,016
P. larvae PL213 miel, Toronto, Canada B < 0,0625 0,016 < 0,0625 0,23
P. larvae PL255 miel, Espana B < 0,0625 0,016 < 0,0625 < 0,016
P larvae PL295 miel, EE. UU. A 32 24 32 16
P. larvae PL373 miel, EE. UU. D 64 16 128 8
P larvae PL374 miel, EE. UU. D 64 32 128 12
P. larvae PL394 miel, Miami, EE. UU. A 32 16 32 4
P. larvae PL395 miel, Miami, EE. UU. D 32 16 32 8
P. larvae PL420 miel, Italia B 0,0625 0,016 0,0625 0,016
P. larvae PL427 larvas, Pretoria, Sudafrica A 0,25 0,125 0,5 0,064
P larvae SAG 10367 miel, Chile E < 0,0625 0,032 <0,0625 0,023
P. larvae ATCC 9545 ATCC, EE. UU. A 0,25 0,016 0,125 0,016
P. larvae NRRL B-3555 NRRL, EE. UU. A < 0,0625 < 0,016 0,125 0,016
P larvae NRRL B-14154  NRRL, EE. UU. F < 0,0625 0.016 < 0,0625 0,023
P. larvae CCM 486 CCM, RepUblica Checa B < 0,0625 0,016 < 0,0625 < 0,016
P. larvae CCM 38 CCM, RepUblica Checa G < 0,0625 0,032 < 0,0625 0,023
Staphylococcus aureus ~ ATCC, EE. UU. ND 1 1 0,5 1

ATCC 29213

* Seguin bibliografia (citas 3 'y 9). ND: No determinado; SAG: Servicio Agricola Ganadero, Chile; ATCC: American Type Culture
Collection, EE. UU.; NRRL: ARS Culture Collection, Peoria, EE. UU.; CCM: Czech Collection of Microorganisms, Brno, Republica

Checa.

ambos medios de cultivo sin el agregado de TET. La prepa-
racion del indculo bacteriano se efectud a partir de cultivos
de P. larvae de 24-48 h de incubacion en MYPGP a 36 + 1 °C
como suspensiones en agua destilada estéril, ajustadas a
una concentracion 1 de la escala Mc Farland (A, =0,4),y
se sembraron segin los criterios definidos oportunamente
para P. larvae*®. Antes de efectuar las suspensiones, se ve-
rificd que todas las cepas presentaran un porcentaje supe-
rior al 95 % de células vegetativas mediante conteos con
microscopio con contraste de fase (Leica ICC50). Para el
control de calidad (Staphylococcus aureus ATCC 29213) se
siguieron las especificaciones del CLSI, pero empleando
agar MYPGP o Iso-Sensitest en reemplazo de MH. En todos
los casos, se efectuaron 2 repeticiones por cada cepa y por
cada concentracion a probar, sembrando 15 gotas de 10 ul
cada una por placa“. Las placas se incubaron en posicion
invertida a 36 + 1 °Cy las lecturas se efectuaron a las 48 h

para P. larvae y a las 24 h para S. aureus ATCC 29213, to-
mando el valor de CIM como la menor concentracion de TET
que inhibid el crecimiento bacteriano visible en la placa de
cultivo.

Para los ensayos empleando las tiras Etest, se siguieron
las recomendaciones del fabricante (bioMérieux S.A., Marcy
’Etoile, Francia), usando agar MYPGP o Iso-Sensitest. EL
inoculo bacteriano se prepard de la misma forma que la
detallada para el método de dilucion en agar. Las placas
sembradas con P. larvae se incubaron en posicion invertida
a 36 + 1 °C durante 48 h, al cabo de las cuales se leyo el
valor de CIM en el punto de interseccion de la elipse de in-
hibicion con la tira. Para el control de calidad de S. aureus
ATCC 29213, la lectura se efectud a las 24 h. Cuando se
emplearon las tiras Etest, se consider6 una cepa S cuando el
valor de CIM fue < 4 pg/ml, | para CIM entre 4-15 yg/mly R
para MIC > 16 ug/ml, dado que las tiras plasticas estan cali-
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bradas con un gradiente predefinido de concentraciones de
antibiotico con 15 diluciones dobles seriadas, dentro de un
rango de 0,012 pg/mly 256 g/ml.

Para el analisis de los resultados, se definid como concor-
dancia de categoria cuando de acuerdo a los resultados ob-
tenidos por ambos métodos, los aislamientos cayeron den-
tro de la misma categoria clinica (R, S o I). Para la
categorizacion de los errores, se considerd que los valores
obtenidos por Etest que llevaron a las siguientes discrepan-
cias con respecto al método de dilucion en agar, S vs. I, R
vs. I, I vs. Rolvs. S, fueron errores menores. Los resultados
que fueron S por Etest y R por dilucion en agar fueron inter-
pretados como errores muy mayores o de falsa sensibilidad;
y los que fueron R por Etest pero S por dilucion en agar se
consideraron errores mayores o de falsa resistencia®.

Los valores de CIM obtenidos mediante la técnica de dilu-
cion en agar con ambos medios de cultivo solo difirieron
dentro del rango de + 1 log, de dilucién. Por ello fue posible
comparar los valores de CIM determinados por Etest con los
establecidos por la técnica de dilucion en agar en medio
Iso-Sensitest, a pesar de que este medio no es el del méto-
do de referencia.

Los valores de CIM de TET determinados por Etest y los
determinados por la técnica de dilucion en agar para todas
las cepas ensayadas en ambos medios de cultivo se presen-
tan en la tabla.

Mediante la técnica de dilucion en agar, tanto en MYPGP
como en Iso-Sensitest, se encontraron 17 cepas de P. larvae
sensibles y 5 resistentes (n = 22), con valores de CIM que
oscilaron entre < 0,0625 y 128 ug/ml al emplear MYPGP y
entre < 0,0625 y 64 ug/ml cuando se utilizé el Iso-Sensitest,
de acuerdo con la cepa probada (tabla). Los valores de CIM
obtenidos para el control de calidad S. aureus ATCC 29213
en ambos medios de cultivo y por ambos métodos (tabla)
cayeron dentro del rango aceptable para la cepa control en
agar MH (0,125-1 pug/ml)8.

Al comparar las CIM obtenidas por Etest con las obtenidas
por dilucién en agar, en el caso del agar Iso-Sensitest hubo
concordancia de categoria del 100 %, dado que no se encon-
traron errores de tipo menor, mayor o muy mayor (tabla).
Se encontrd la misma proporcion de cepas sensibles y resis-
tentes que por la técnica de dilucion en agar, 177 Sy 5 R, con
valores de CIM que oscilaron entre < 0,016 y 32 nug/ml de
TET (tabla). Como se observa en la tabla, el medio Iso-Sen-
sitest muestra una tendencia a presentar valores de CIM
mas bajos por Etest que los obtenidos por dilucion en agar;
esta misma tendencia ha sido observada por otros autores
para distintas combinaciones de antibidticos®.

En el caso del agar MYPGP, al comparar las CIM obtenidas
por Etest con las obtenidas por dilucién en agar, la concor-
dancia de categoria resulté del 86,36 %, dado que se halla-
ron 3 errores de tipo menor (correspondientes a 3 cepas que
por dilucion en agar resultaron Ry por Etest I) (tabla). Por
Etest, 17 cepas resultaron S, 2 cepas cayeron en la catego-
ria Ry 3 cepas en la categoria | con valores de CIM que os-
cilaron entre < 0,016 y 16 ug/ml, mientras que por dilucién
en agar se encontraron 5 cepas Ry 17 S. En el caso de la
cepa PL374, el valor de CIM obtenido por Etest fue
de 12 ug/ml; como este se encuentra entre dos diluciones de
CIM (8 y 16 ug/ml), se redonded a la inmediata superior,
considerandose como R y no como |. También en el caso del

agar MYPGP, los valores de CIM resultaron mas bajos cuando
se empleod Etest comparados con los obtenidos por dilucion
en agar, pero estas diferencias fueron mucho mayores que
para el caso del agar Iso-Sensitest (tabla).

En conclusion, consideramos que la combinacion de las
tiras de Etest con el agar Iso-Sensitest seria una excelente
alternativa para determinar las CIM de tetraciclina en cepas
de P. larvae; sin embargo, estos resultados deberan confir-
marse en futuros estudios que contemplen un mayor niime-
ro de aislamientos.

La técnica empleando las tiras de Etest es considerable-
mente mas rapida y requiere una menor cantidad de medio
de cultivo que la técnica de dilucion en agar, por lo que
puede adaptarse facilmente al trabajo de laboratorio para
el analisis de numerosas cepas bacterianas. Es importante
destacar que todas las cepas de P. larvae ensayadas mostra-
ron un desarrollo confluente en Iso-Sensitest, el cual podria
usarse también como medio alternativo para el desarrollo
de las células vegetativas de este patogeno.
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