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Artículo  Original

Propóleos como alternativa natural para el tratamiento de colmenas
infectadas con esporas de Paenibacillus larvae, agente causal de la
Loque Americana*

Antúnez, K.1, Harriet, J.2, Zunino P. 1

INTRODUCCIÓN
El propóleos es un producto natural derivado de resinas de
plantas y elaborado por las abejas para sellar la entrada y pare-
des de la colmena, constituyendo una defensa invaluable contra
patógenos de diversa índole. Posee diferentes propiedades bio-
lógicas, en particular, como agente antibacteriano, antiviral, an-
tifúngico y anti-inflamatorio (9, 14, 15, 17, 18, 27, 29).

El propóleos ha sido utilizado con fines medicinales desde la
antigüedad. Como agente antibacteriano, se ha reportado su
actividad frente a patógenos humanos, incluyendo Staphylo-
coccus aureus, S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus pneumo-
niae, Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenza y Pseudo-
monas aeruginosa entre otros (9, 14). En apicultura, ha sido
ocasionalmente utilizado para la prevención de enfermedades
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RESUMEN
Paenibacillus larvae es el agente causal de la Loque Americana
(LA), una severa enfermedad que afecta a las larvas de las
abejas melíferas. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
extracto etanólico de propóleos (EEP) como alternativa natu-
ral para el tratamiento de colmenas infectadas con P. larvae.
En primer lugar se estudió la actividad in vitro del EPP frente
a P. larvae mediante ensayos de difusión en disco y se calculó
de la concentración inhibitoria mínima (CIM). Luego se estimó
la toxicidad para las abejas y por último se evaluó su actividad
in vivo en colmenas naturalmente infectadas.

Todos los aislamientos resultaron sensibles al EEP, la CIM
promedio resultó en 54 ppm y a 50.000 ppm el EEP no resultó
tóxico para las abejas. Los ensayos de campo indicaron que 21
y 42 días después de la aplicación de EEP mediante alimenta-
dor y aspersor respectivamente, el número de esporas de P.
larvae por g de miel en las colmenas tratadas resultó significa-
tivamente menor con respecto a los recuentos de los controles.
Este trabajo constituye el primer reporte del uso de propóleos
para el tratamiento de la colmenas infectadas con P. larvae,
constituyendo una alternativa natural, inocua y económica.

Palabras clave: Loque Americana, Paenibacillus larvae,
extracto etanólico de propóleos, enfermedades de las abejas,
tratamientos naturales.

SUMMARY
Paenibacillus larvae is the causative agent of American Foul-
brood (AFB), a severe disease affecting larvae of honeybee.
The aim of the present work was to evaluate the effect of a
propolis ethanolic extract (EEP) against P. larvae and as a the-
rapeutic tool for the control of AFB. In vitro activity of PEE
against P. larvae isolates was evaluated by the disk diffusion
method and the minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined. Then the toxicity for honeybees was evaluated by
oral administration. Lastly, the in vivo activity against P. lar-
vae naturally infected colonies was determined. All isolates
resulted sensitive to EEP and the MIC median resulted in 52
ppm and it was not toxic for bees at least at 50.000 ppm.

Field assays showed that 21 and 42 days after the application
of the PEE treatments by aspersion or by supplementation of
the food, the number of P. larvae spores/g of honey resulted
significantly lower in colonies treated with PEE compared to
the control colonies. This work constitutes the first report
about the use of propolis for the treatment of beehives affec-
ted with P. larvae spores, appearing as a novel, natural and
innocuous alternative for the treatment of AFB-affected hives.

Keywords: American Foulbrood, Paenibacillus larvae, propolis
ethanolic extract, honeybee disease, natural treatments.

de las abejas,  aunque no hay reportes científicos que prueben
su efectividad.

La Loque Americana es una de las más severas enfermedades de
origen bacteriano que afectan a las larvas de las abejas melíferas
Apis mellifera, causando una disminución en la población de
abejas así como en la producción de miel. El agente causal es
Paenibacillus larvae, una bacteria gram positiva, formadora de
esporas, de distribución mundial (11). Un método comúnmen-
te utilizado para el control de esta enfermedad es el uso de
antibióticos, especialmente clorhidrato de oxitetraciclina (12).
En Uruguay, su uso no está recomendado, ya que existen mu-
chos problemas asociados a su aplicación. Su empleo puede
originar la aparición de químicos en la miel, afectando su cali-
dad para el consumo humano, reducir la vida media de las abe-
jas y aumentar el riesgo de aparición de cepas bacterianas re-
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sistentes (20, 28). La presencia de cepas
P. larvae resistentes a oxitetraciclina ha
sido reportada hasta el momento en Ar-
gentina, Estados Unidos, Italia, Nueva
Zelanda y en el Reino Unido (2, 10, 22).
En nuestro país no se han detectado ce-
pas resistentes a oxitetraciclina aunque
se ha detectado un 22 % de aislamientos
resistentes a sulfisoxazole, otra droga po-
tencialmente utilizada en colmenas (3, 26).

En Uruguay, la actividad apícola ha ad-
quirido una gran relevancia dentro del
sector agro-exportador. Actualmente, el
rubro cuenta aproximadamente con 4.300
apicultores registrados y una dotación
de colmenas cercana a las 400.000. Éstas
producen alrededor de 12.000 toneladas
de miel al año, habiendo generado ingre-
sos para el país por exportación de miel,
de aproximadamente U$ 27.000.000 al
cierre del año 2004 (30). Debido a las
graves pérdidas asociados a la Loque
Americana y a los problemas relaciona-
dos al uso de antibióticos, es necesario
desarrollar estrategias naturales para el
control de esta enfermedad.

El objetivo del presente trabajo consti-
tuyó en la evaluación del uso del extrac-
to etanólico de propóleos (EEP) como
una alternativa natural para el tratamien-
to de colmenas naturalmente infectadas
con esporas de P. larvae.

MATERIALES Y MÉTODOS

Aislamientos de P. larvae  y
condiciones de crecimiento
Cincuenta y cinco aislamientos de P. lar-
vae fueron seleccionados al azar de la
colección del Laboratorio de Microbio-
logía del IIBCE. Estos aislamientos fue-
ron obtenidos a partir de abejas obreras,
larvas y miel de diferentes zonas geográ-
ficas de Uruguay y Argentina entre los
años 1999 y 2002. Dichos aislamientos
corresponden a los cuatro genotipos de
P. larvae previamente establecidos (Ge-
nersh et al., 2006; Antúnez et al., 2007).
Los aislamientos fueron rutinariamente
sembrados en medio J (13) e incubados a
37ºC en condiciones de microaerofilia (5
a 10 % de CO

2
).

Preparación de EEP
Se preparó una solución concentrada de
propóleos homogeneizando 400 g de pro-

póleos en 1 l de etanol. La mezcla se
incubó durante 10 días, se filtró con pa-
pel de filtro y se incubó nuevamente has-
ta que el etanol se evaporó y el producto
obtuvo una consistencia de miel. Este
extracto se diluyó al 10 % en etanol para
constituir el EEP (100.000 ppm).

Ensayos de actividad antibacteriana
La susceptibilidad de P. larvae frente al
EEP se evaluó mediante la técnica de difu-
sión en disco, de acuerdo a las líneas gene-
rales propuestas por el National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards (5,
23). Se prepararon placas de Petri con
medio J (10 ml) y se inocularon con un
hisopo previamente sumergido en una sus-
pensión bacteriana de P. larvae en PBS,
equivalente al valor de 0,5 de la escala
McFarland. La placa se dejó secar durante
30 min a temperatura ambiente y poste-
riormente se colocaron sobre su superficie
discos embebidos en diferentes concentra-
ciones de EEP (200.000, 20.000, 4.000 y
2.000 ppm). Como control se utilizaron
discos embebidos con etanol (vehículo de
la preparación). Las placas se incubaron a
37 ºC en condiciones de microaerofilia (5 a
10 % de CO

2
) durante 72 hs.

Determinación de la
Concentración Inhibitoria Mínima
Para la determinación de la Concentra-
ción Inhibitoria Mínima (CIM) del EEP
se partió de la solución stock del mismo.
Un ml de dicha solución se colocó en
1 ml de medio líquido MYT (Mueller-
Hinton, suplementado con 1.5 % de ex-
tracto de levadura y 0.1 ml/l de tiamina;
L. Gende y colaboradores, comunicación
personal) y a partir de esa dilución se
prepararon diluciones seriadas en MYT.
Posteriormente los tubos fueron inocu-
lados con 0,5 ml de una suspensión bac-
teriana de P. larvae en PBS equivalente a
0,5 McFarland. El control negativo se
realizó utilizando etanol en lugar del EEP.
Los tubos se incubaron a 37º C durante
96 hs en condiciones de microaerofilia.
La determinación de la CIM se realizó
mediante observación directa de creci-
miento bacteriano.

Evaluación de la toxicidad en abejas
La evaluación de la toxicidad del EEP en
abejas se realizó en base al protocolo di-

señado por M. Eguaras (comunicación
personal). Se formaron grupos de entre
300 y 400 abejas, los que se colocaron
en paqueteros de 16 cm x 12 cm x 6 cm y
se estabilizaron con feromona de reina.
En cada caja se colocó un frasco conte-
niendo 10 ml de jarabe 2:1 (2 kg de azú-
car, 1 kg de agua) suplementado con EEP.
Se evaluaron diferentes concentraciones
de EEP, en un rango ubicado entre 50.000
ppm y 3125 ppm. Como control negati-
vo se utilizó jarabe sin EEP. El ensayo
se realizó por quintuplicado. Las cajas
se colocaron a temperatura ambiente y
se incubaron durante 24, 48 y 72 hs. Cada
día se registró el número de abejas muer-
tas y las mismas se retiraron de las cajas.
Al finalizar el experimento se mataron
todas las abejas y se calcularon los por-
centajes de mortalidad debidas al EEP.
Posteriormente se calculó la dosis letal
50 (dosis de EEP requerida para matar el
50 % de los individuos).

Ensayos de campo
La eficacia del EEP para el control de
colmenas naturalmente infectadas con
esporas de P. larvae se evaluó en un apia-
rio localizado en Florida, Uruguay. Di-
cho apiario fue escogido por haber pre-
sentado episodios de pérdidas de colme-
nas por Loque Americana en tempora-
das anteriores. Dado que el número de
esporas de P. larvae en miel (estimado
como el número de unidades formadoras
de colonias, UFC) puede ser considera-
do un indicador del status sanitario de la
colmena (4, 8), se extrajeron 20 ml de
miel (aproximadamente 27 g) de cada
colmena y se determinó el número de
UFC de P. larvae en cada muestra. Este
muestreo preliminar se realizó en febre-
ro del año 2006 para evaluar la situación
sanitaria inicial del apiario.

Una vez finalizado el análisis de las mues-
tras y de acuerdo a esos resultados, las
colmenas se dividieron en cuatro grupos,
dos grupos de 10 colmenas cada uno (gru-
pos 1 y 2) y dos grupos de 5 colmenas
(grupos 3 y 4). Las colmenas pertene-
cientes al grupo 1 se trataron con EEP al
6% en jarabe 1:1 (1 kg de azúcar en 1 l de
agua) mientras que las colmenas control
(grupo 2) se trataron sólo con jarabe 1:1.
Ambos tratamientos se aplicaron me-
diante aspersor (50 ml por colmena) so-
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bre la cámara de cría, una vez por sema-
na durante tres semanas consecutivas,
luego de la última cosecha (abril-mayo,
2006). Por otro lado, las colmenas del
grupo 3 se trataron con EEP al 6% en 2 l
de jarabe 2:1 pero en este caso el trata-
miento se aplicó mediante alimentador.
Las colmenas control (grupo 4) se trata-
ron sólo con jarabe 2:1 mediante alimen-
tador. Estos tratamientos se aplicaron
sólo una vez, luego de la última cosecha.

El día de la primera aplicación de los tra-
tamientos (día 0) y a los 21, 42 y 85
días, las colmenas fueron inspecciona-
das y se tomaron muestras de miel para
su posterior análisis.

Cuantificación de esporas de P.
larvae en miel
Para la cuantificación de esporas de P.
larvae, las muestras de miel se diluye-
ron en 20 ml de agua destilada estéril y
se centrifugaron a 6.000 x g durante 45
min (4). El sedimento se resuspendió en
1 ml de agua destilada estéril y se calen-
tó a  80 ºC durante 20 minutos para eli-
minar otros microorganismos y activar
la germinación de esporas de P. larvae.
Se sembraron diluciones del sedimento
en placas de medio J, las que se incuba-
ron a 37 ºC en condiciones de microaero-
filia durante 96 hs, con el fin de determi-
nar el número de UFC de P. larvae por
gramo de miel. Tres a cinco colonias de
cada muestra se seleccionaron para una
identificación inicial mediante evaluación
de la morfología de la colonia, caracteri-
zación microscópica y producción de ca-
talasa (1). La confirmación de la identi-
dad se realizó mediante amplificación es-
pecífica de un fragmento del gen que co-
difica para el ARNr 16S (7, 25).

Posteriormente se realizaron análisis es-
tadísticos (Man Whitney two-sample
test) para corroborar la existencia de di-
ferencias significativas entre el número
de esporas en miel de las colmenas trata-
das con EEP y de las colmenas control.

 RESULTADOS

Ensayos de actividad
antibacteriana
Todos los aislamientos de P. larvae eva-
luados resultaron susceptibles a las con-
centraciones ensayadas de EEP, siendo

la medida del halo de in-
hibición mayor a 20 mm
en todos los casos. Por
otro lado, el etanol no
mostró actividad anti-
bacteriana (Figura 1). La
CIM promedio fue cal-
culada en 54 ppm.

Toxicidad del EEP en
abejas
Los análisis de toxicidad
en abejas demostraron
que aún a una concentra-
ción de EEP de 50.000
ppm no se alcanzó la
dosis letal 50 (Figura 2).
Por otra parte en estos
ensayos no se observa-
ron problemas de pala-
tabilidad del EEP para las
abejas.

Ensayos de campo
De acuerdo al muestreo
preliminar, el 96% de las colmenas anali-
zadas presentó esporas de P. larvae, de
las cuáles el  82 % presentaron entre 1 y
200 esporas por g de miel, aunque no se
detectaron síntomas clínicos de Loque
Americana. Teniendo en cuenta estos re-
sultados, las colmenas se dividieron en
dos grupos de 10 y dos grupos de 5. La
colmena 21, perteneciente al grupo tra-
tado con EEP mediante aspersión (grupo
1) no produjo miel por lo que no fue

posible incluirla en el estudio, por lo que
este grupo quedo formado por 9 colme-
nas.

El día de la primera aplicación de los tra-
tamientos se llevó a cabo un nuevo mues-
treo (día 0). Los análisis estadísticos in-
dicaron que en ese momento no existían
diferencias significativas entre el núme-
ro de esporas por g de miel entre los gru-
pos 1 (posteriormente tratado con EEP
mediante aspersión) y 2 (control), ni en-
tre los grupos 3 (posteriormente tratado

Figura 1.  Ensayo de actividad antibacteriana de
diferentes concentraciones de EEP frente a
P. larvae. 1.- 200.000 ppm; 2.- 20.000 ppm;
3.- 4.000 ppm; 4.- 2.000ppm; 5.- control
negativo.

Figura 2.- Toxicidad del EEP en abejas.
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con EEP mediante alimentador) y 4 (con-
trol). Los resultados correspondientes a
los niveles de UFC por g de miel de las
distintas colmenas se presentan en la fi-
guras 3 y 4. Veintiún días después de la
aplicación de los tratamientos, no se de-
tectaron diferencias significativa entre los
grupos 1 y 2, aunque el número de espo-
ras en las colmenas tratadas con EEP
mediante alimentador (grupo 3) resultó
significativamente menor que en el gru-
po control (grupo 4).

Sin embargo, 42 y 85 días después de la
primera aplicación de los tratamientos el
número de esporas por g de miel resultó
significativamente menor en los grupos
tratados con EEP (mediante aspersor y

alimentador, grupo 1 y 3) en relación a sus
respectivos controles (grupos 2 y 4).

DISCUSIÓN
El presente trabajo constituye el primer
reporte acerca de la actividad antibacte-
riana del extracto etanólico de propóleos
frente a P. larvae, agente causal de una
de las más severas enfermedades que afec-
tan a las abejas. En este trabajo se de-
muestra que el EEP posee actividad an-
tibacteriana in vitro e in vivo contra P.
larvae, y que resulta inocuo para las abe-
jas.

Si bien el propóleos está presente en la
colmena, no puede ser consumido direc-
tamente por las abejas ya que se encuen-

tra en estado sólido. La administración
oral de un extracto de propóleos a abejas
adultas facilita su consumo y su llegada
al intestino larval, donde interactuaría con
las células vegetativas de P. larvae inhi-
biendo su crecimiento.

La administración de propóleos presen-
ta numerosas ventajas con respecto a
otras alternativas de tratamiento basa-
das en la administración de drogas. En
primer lugar, puede ser preparado por
los mismos apicultores utilizando pro-
póleos de sus propias colmenas, asegu-
rándose la calidad del producto y dismi-
nuyendo sus costos. La forma de aplica-
ción es sencilla, pudiéndose aplicar jun-
to con el jarabe de alimentación que ha-
bitualmente se coloca para mejorar la
nutrición, eliminando esfuerzos y gas-
tos extra. Tampoco existe el riesgo de
contaminación de la miel, ya que los com-
puestos presentes en el propóleos se
encuentran naturalmente en las colme-
nas, ni efectos tóxicos que afectan la vida
de las abejas.

Por otra parte, hasta el momento no exis-
ten reportes acerca de la aparición de
cepas bacterianas resistentes al propó-
leos. Esto posiblemente se deba a que la
actividad antibacteriana del propóleos se
vincula con un complejo grupo de com-
puestos químicos y no a uno sólo frente
al cual se pueda desarrollar resistencia.
Trabajos previos han demostrado que
estos compuestos probablemente actúen
de forma sinérgica, ya que se ha demos-
trado que ninguno de estos componen-
tes por si mismo muestra mayor activi-
dad antimicrobiana que el extracto total
(6, 21).

La composición química del propóleos
varia de acuerdo con la zona geográfica
de origen, ya que se relaciona estrecha-
mente con la flora local (19). Específica-
mente, el propóleos se prepara en base a
resinas de las plantas de la zona donde
se encuentra la colmena. Estas resinas
son producidas por las plantas con el fin
de sellar y proteger sus heridas, y si bien
su composición química varía según la
especie vegetal, la función y las propie-
dades biológicas se conservan (24). Los
mismo sucede con el propóleos, ya que
a pesar de las variaciones en su compo-
sición siempre resulta activo, indepen-
dientemente de su origen (16).

Figura 3. Variación del número de UFC de P. larvae en miel en colmenas
tratadas con EEP mediante aspersor. Los puntos representan los
valores de UFC por gramo de miel de cada colmena. Las líneas
horizontales representan las medianas.

Figura 4. Variación del número de UFC de P. larvae en miel en colmenas
tratadas con EEP mediante alimentador. Los puntos representan
los valores de UFC por g de miel de cada colmena. Las lineas
horizontales representan las medianas.
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Esta alternativa de control podría utili-
zarse en forma complementaria a las me-
didas recomendadas usualmente por las
autoridades sanitarias: vigilancia para
obtener un diagnóstico precoz, elimina-
ción de las colonias que presenten sínto-
mas,  aislamiento de colmenas y mate-
riales que tuvieron contactos con las col-
menas eliminadas, esterilización de ma-
terial, no alimentación con miel, lavado
de la palanca entre el  manejo de
una colmena y otra.

La apicultura se ha convertido en un ru-
bro de importancia creciente en el sector
agroexportador de Uruguay. Además de
los beneficios económicos generados di-
rectamente al sector, las abejas melíferas
son los principales agentes encargados

de la polinización. Esta labor es esencial
para la manutención de la diversidad bio-
lógica y la conservación de especies ame-
nazadas, así como para la obtención de
semillas y cultivos esenciales en la agri-
cultura y la ganadería, influyendo de esta
forma en toda la cadena productiva del
país.

Debido a la importancia de las abejas
melíferas en la economía de nuestro país
así como en el medio ambiente alrededor
del mundo, resulta fundamental continuar
investigando acerca de estrategias natu-
rales para el tratamiento de patógenos.
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