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RESUMEN

Ascosphaera (A.) apis y Paenibacillus (P) larvae son patdgenos que afectan
la microbiota intestinal de las larvas de Apis mellifera, generando estrés
oxidativo y elevada mortalidad, lo que representa un desafio para la
sanidad apicola. El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el efecto
inhibitorio de bacterias lacticas (BL) probidticas y su capacidad de
producir riboflavina (B,), considerando su potencial aplicacién en la salud
intestinal larval. A partir del polen se aislaron tres cepas correspondientes
a: Apilactobacillus kunkeei, Lactobacillus helsingborgesis, Lactobacilllus
melliventris. Ajustadas a 108 UFC/mL, se evalud su actividad inhibitoria
en dos modalidades: como cultivo bacteriano (CB) y como sobrenadante
libre de célula (SLC). Para A. apis, se inocularon 20 uL de los CB o SCL
sobre medio MY20, se incubaron 309C por 7dias y se midio el diametro
del crecimiento fungico. En el caso de P. larvae, se aplicaron 25 pL de los
CB o SCL en orificios realizados en medio MYPG inoculado con 20 uL del
patogeno, se incubo a 37°C por 24h y se registraron los halos de inhibicion.
La produccion de riboflavina de determindé mediante el cultivo de las BL
en medio CDM sin riboflavina a 37°C por 24h se observo turbidez como
indicador de sintesis. Los datos se analizaron mediante ANOVA y test de
Tukey (p<0,0001). Los resultados mostraron que tanto el CB como el SLC
de las tres cepas ejercieron inhibicion a ambos patogenos. Se destaco que
el CB de A. kunkeei logro controlar mas del 90% de A. apis y presentar una
inhibicion elevada frente a P. larvae. Asi mismo, todas las cepas evaluadas
produjeron riboflavina, lo que resalta su potencial funcional. En conclusion,
A. Runkeei se perfila como biocontrolador eficaz, capaz de contribuir a la
homeostasis intestinal de las larvas mediante la produccion de riboflavina
y presentar una estrategia prometedora para la sanidad apicola.
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SUMMARY

Ascosphaera apis and Paenibacillus larvae are pathogens that disrupt
the gut microbiota of Apis mellifera larvae, causing oxidative stress and
high mortality, thus posing a major challenge for beekeeping health. This
study aimed to evaluate the in vitro inhibitory effect of probiotic lactic
acid bacteria (LAB) and their ability to produce riboflavin (B2), considering
their potential application to improve larval gut health. Three strains
were isolated from pollen and identified as Apilactobacillus kunkeei,
Lactobacillus helsingborgensis, and Lactobacillus melliventris. Adjusted
to 108 CFU/mL, their inhibitory activity was tested in two ways: bacterial
culture (CB) and cell-free supernatant (SLC). For A. apis, 20 pL of CB or SLC
were inoculated onto MY20 medium, incubated at 37 °C for 7 days, and
fungal growth diameter was measured. For P. larvae, 25 pL of CB or SLC
were applied into wells made in MYPG medium inoculated with 20 pL of
the pathogen, followed by incubation at 37 °C for 24 h and measurement
of inhibition halos. Riboflavin production was assessed by cultivating LAB
in CDM medium without riboflavin at 37 °C for 24 h, with turbidity used
as an indicator of synthesis. Data were analyzed using ANOVA and Tukey's
test (p < 0.0001). Results showed that both CB and SLC from the three LAB
strains significantly inhibited the pathogens. Notably, the CB of A. kunkeei
exhibited the strongest activity, achieving over 90% inhibition of A. apis
and high inhibition against P. larvae. Additionally, all strains produced
riboflavin, confirming their functional potential. In conclusion, A. kunkeei
emerges as a promising biocontrol agent, capable of contributing to larval
gut homeostasis through riboflavin production and providing an innovative
strategy for improving honeybee health.

Keywords: biocontrol, lactobacilli, pathogens

INTRODUCCION

Las abejas (Apis mellifera L.) cumplen un rol fundamental en el equilibrio de los ecosistemas como en
la produccion agricola (Papa et al., 2022). Sin embargo, su salud y supervivencia se ven comprometidas por
multiples factores, entre los que se destacan, el uso de pesticidas y agroquimicos, el cambio climatico, la
presencia de patogenos y parasitos, entre otros, que en muchos casos puede ocasionar la muerte de las
colonias (Goulson et al., 2015).

En relacion a los patogenos, una de las enfermedades relevantes es la loque americana causada por la
bacteria Paenibacillus larvae. Segiin Nilsson y colaboradores (2024), las abejas pueden infectarse a través
de la ingestion de alimentos contaminados con esporas de P. larvae, que afectan principalmente a las
crias, larvas y, en consecuencia a colonias enteras.

Genersch (2010) sefala que la ingestion de apenas diez esporas de P. larvae resulta suficiente para
desencadenar la infeccion, provocando la muerte de la pupay larva. Una vez en el organismo, las esporas
germinan en el intestino medio, donde se multiplican, atraviesan el epitelio e invaden el hemocele de las
larvas. Posteriormente, se produce la descomposicion del intestino, lo que da lugar a la aparicion de una
masa marron y viscosa con elevada cantidad de esporas bacterianas, favoreciendo la diseminacion del
patogeno dentro de la colonia.
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Las larvas muertas son retiradas por las abejas nodrizas, que al limpiar las celdas incorporan de manera
involuntaria las endosporas de la loque americana. Este proceso facilita la dispersion del patogeno dentro
de la colonia y aumenta el riesgo de infeccion de las larvas restantes (Genersch, 2010). Ademas, Erban
y colaboradores (2017) reportaron que las abejas adultas expuestas a P. larvae presentan alteraciones
significativas en el microbioma intestinal, lo que sugiere un impacto mas amplio de la enfermedad en la
fisiologia de la colmena.

Las colonias infectadas pueden ser tratadas con antibioticos como oxitetraciclina y tilosina (Tsourkas,
2020); sin embargo, su aplicacion ha sido asociada con alteraciones en la microbiota intestinal de las
abejas y con efectos adversos sobre el ambiente (Bulson et al., 2021). Como alternativa, se ha propuesto
el empleo de bacteriofagos, capaces de infectar y lisar especificamente a P. larvae, presentado una
estrategia biocontroladora prometedora (Brady et al., 2017).

Por otra parte, A. mellifera también se ve afectada por el hongo Ascosphaera apis, agente etiologico
de la ascosferosis. La infeccion ocurre por la ingestion de alimentos contaminados con ascoporas, las
cuales germinan dentro del intestino de las larvas, provocando un proceso de momificacion. El resultado
es la presencia de larvas secas con un aspecto blanquecino o, en estadios avanzados, marron a negro
(Aronstein et al., 2010; Fan et al., 2024).

Estudios realizados por Li y colaboradores (2020) demostraron que A. apis induce estrés oxidativo
en larvas de abejas, lo que conlleva una disminucion de la actividad enzimatica de SOD (superdoxido
dismutasa), CAT (catalasa) y GST (glutation S-transferasa), enzimas claves en la proteccion de las células
intestinales frente al dano oxidativo. De manera similar Moliné y colaboradores (2021) determinaron que
P. larvea también promueve la acumulacion de especies reactivas de oxigeno, generando estrés oxidativo
y afectando particularmente la actividad de la enzima GST.

Enrelacion al control de ascosferosis, hasta al momento no se han registrado tratamientos terapéuticos
eficaces que sean, al mismo tiempo, seguros y respetuosos con el ambiente. Algunas de las estrategias
exploradas incluyen modificaciones genéticas en el moho para reducir su capacidad de infeccion
(Aynalem et al., 2022), y el uso de agentes biocontroladores, como extractos de plantas con propiedades
antifingicas (Krutmuang et al., 2022).

Una alternativa para el control de estas enfermedades es el uso de bacterias lacticas (BL) con
propiedades probioticas, definidas como microorganismos vivos, que al ser administrados, confieren
beneficios a la salud del hospedador mediante la mejora y restauracion de la microbiota intestinal
(Thorakkattu et al., 2022).

Diversos estudios han demostrado el potencial de estas bacterias frente a patogenos apicolas.
lorizzo y colaboradores (2020, 2021) reportaron el efecto inhibitorio in vitro de Apilactobacillus Runkeei y
Lactobacillus plantarum sobre A. apis. De manera complementaria Ye y colaboradores (2021) destacaron
la relevancia de la abundancia de Lactobacillus en la microbiota intestinal de las abejas, ya que su
presencia contribuye a disminuir la infeccion causada por este hongo.

En relacion con P. larvae, investigaciones recientes por Truong y colaboradores (2023) evidenciaron
que L. apis HSY8_B25, L. panisapium PKH2_L3 y L. melliventris HSY3_B5 ejercen un efecto significativo en
la inhibicion del desarrollo del patogeno.

Asi mismo, se han llevado a cabo ensayos utilizando tanto el cultivo bacteriano (CB) como el

sobrenadante libre de célula (SLC) de diferentes cepas de BL, obteniéndose resultados variables en su
capacidad inhibitoria frente A. apis y P. larvae (lorizzo et al., 2021; Nilsson et al., 2024; Babrud et al., 2019).
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Cabe destacar que el efecto inhibitorio de las baterias lacticas (BL) se asocia a la produccion conjunta
de diversos compuestos bioactivos, tales como, proteinas, péptidos, acidos grasos, acidos organicos y
peroxidos de hidrogeno (Berrios et al.,, 2018). Dentro de estos metabolitos se incluyen vitaminas del
complejo B (LeBlanc et al., 2011), entre las que sobresale la riboflavina (vitamina B,), fundamental para la
homeostasis celular al ser, precursora del mononucleotido de flavina (FMN) y del dinucle6tido de flavina
adenina (FAD), cofactores indispensables en reacciones de metabolismo redox (Lei et al., 2021). Entre los
beneficios atribuidos a la riboflavina se encuentran la prevencion del dano oxidativo, la reduccion de
procesos inflamatorios y la modulacion favorable de la microbiota intestinal (Zhu et al., 2022; Zhang et
al., 2024).

En este contexto, la microbiota intestinal de las abejas adquiere un papel central en la regulacion
en la salud de la colonia. La incorporacion de cepas probioticas como parte de las practicas apicolas
se presenta como una alternativa segura y prometedora frente a los métodos convencionales basados
en antibioticos o antifingicos, los cuales pueden generar efectos adversos tanto en el organismo de
las abejas como en el ambiente. Asi el uso de BL con propiedades probioticas se proyecta como una
estrategia sostenible para reforzar la salud intestinal, mejorar la resistencia frente a patogenos vy, en
consecuencia, contribuir al bienestar y productividad de las colmenas (Abdi et al., 2023).

Es por ello que, el laboratorio de Sanidad Apicola y Meliponicola de la Facultad de Ciencias Agrarias-
UNju, se seleccionaron tres bacterias lacticas aisladas del polen conservado con potencial probiotico:
Apilactobacillus kunkeei (LSA)), Lactobacillus melliventris (LSAI) y Lactobacilus helsenbergensis (LSAM)
(Cabana et al., 2021). A partir de esta seleccion, surgieron los siguientes interrogantes: ;Estas bacterias
lacticas son capaces de afectar el crecimiento in vitro de cepas de A. apis y P. larvae?, y ademas, ;Pueden
producir riboflavina, contribuyendo con ello - junto a otros metabolitos - a la homeostasis intestinal de
las abejas?

En este marco, el objetivo de la presente investigacion fue evaluar el efecto inhibitorio in vitro de
Apilactobacillus kunkeei, Lactobacillus helsingborgesis, Lactobacilllus melliventris tanto en su forma de
cultivo bacteriano (CB) como en su sobrenadante libre de célula (SLC) sobre dos cepas de A. apis y una
de P. larvae. Asi mismo, se propuso determinar la capacidad de produccion de riboflavina por parte de
dichas cepas de bacterias lacticas, considerando el potencial aporte de este compuesto bioactivo a la
salud intestinal y al fortalecimiento del sistema defensivos de las abejas.

MATERIAL Y METODO
Activacion de las bacterias lacticas

Para la obtencion de los cultivos bacterianos (CB), las cepas lacticas fueron activadas en 5 mL de caldo
Man, Rogosa y Sharpe (MRS) e incubadas durante 24 h a 37 °C en condiciones de microaerofilia, hasta
alcanzar una concentracion aproximada de 10® UFC/mL.

En el caso del sobrenadante libre de célula (SLC), las BL fueron activadas en las mismas condiciones
descriptas anteriormente. Transcurrido las 24 h de incubacion, los cultivos fueron centrifugados a 6000 x g
por 5 min, recuperandose el sobrenadante libre de células, que fue utilizado para los ensayos posteriores.

Ensayo de inhibicion contra A. apis

Las cepas fangicas utilizadas en este estudio fueron proporcionadas por el Laboratorio de Sanidad
Apicola y Meliponicola (Facultad de Ciencias Agrarias- Universidad Nacional de Jujuy). Dichas cepas
fueron aisladas a partir de polenes comerciales de Argentina, identificadas genéticamente y depositadas
en base GenBank (NCBI) con los siguientes niimeros de acceso: Ascosphaera apis LSAPPER (MH633695) de
Entre Rios y Ascosphaera apis LSAPPMis (MH633694) de Misiones. Ambas cepas se conservaron a 4°C en
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medio de cultivo agarizado MY20 (Takatori & Tanaka, 1982).

Paralos ensayos deinhibicion, se depositaron 25 pL de cada cultivo bacteriano (CB) o de su sobrenadante
libre de células (SCL) sobre placas de medio MY20 agarizado, distribuyéndose el indculo con espatula de
Drigalsky. En el centro de cada placa se coloco un disco de 7 mm de diametro de cultivo fiingico, obtenido
mediante un sacabocado a partir cultivos mixtos de cepas de polaridad sexual opuesta. Las placas se
incubaron a 30 °C en condiciones de microaerofilia por 7 dias. Como controles, se prepararon placas
inoculadas Gnicamente con las cepas flngicas.

Transcurrido 7 dias de incubacion, se evaluo el crecimiento flingico mediante la observacion del
aspecto colonial y la medicion del diametro en los controles y en los tratamientos. Todos los ensayos se
realizaron por quintuplicado para cada cepa bacteriana.

El porcentaje de inhibicion del crecimiento micelial se calculdo empleando la siguiente formula de
lorizzo et al., (2020):

% | = [1-(Ds / Dc)] x 100. | %:
Donde Ds corresponde al diametro de las hifas tratadas y Dc al diametro de las hifas en los controles.
Ensayo de inhibicion contra P. larvae

La cepa de P. larvae utilizada en este estudio fue cedida por el laboratorio de Sanidad Apicola de la
Facultad de Ciencias Agrarias-Unju. El patogeno se reactivo en 10 mL de caldo MYPGP a 37°C durante 16 h
en condiciones de microaerofilia, siguiendo el protocolo descripto por Forsgren y Laugen (2014).

Para evaluar el efecto inhibitorio de las bacterias lacticas, se empleo la técnica de difusion en placa
(Reis et al., 2016). Esta consistio en suspender 20 pL del patogeno ajustada a una concentracion de 1x10’
UFC/mL sobre placas de Petri estériles, a las que posteriormente se les vertio medio MYPGP agarizado.
Una vez solidificado el medio de cultivo, se realizaron orificios de 5 mm de diametro utilizando un
sacabocado estéril.

En cada orificio se depositaron 25 uL de cada cultivo bacteriano (CB) o de sus sobrenadantes libre de
célula (SLC) de las bacterias. Las placas se incubaron por 24 h a 37 °C en condiciones de microaerofilia.
Todos los ensayos se realizaron por quintuplicado. El efecto inhibitorio se determino por la presencia de
halos transparentes alrededor de los orificios, los cuales se midieron en milimetros para cuantificar la
actividad antimicrobiana.

La interpretacion de los halos de inhibicion se realizo siguiendo la escala propuesta por Dengiz y
colaboradores (2025), clasificando el diametro de las zonas transparentes como: inhibicion débil (16-20
mm), inhibicion moderada (21-24 mm), inhibicion alta (25-30 mm) e inhibicion fuerte (>30 mm).

Determinacion de la produccion de riboflavina (B2)

La determinacion de riboflavina por las cepas lacticas se evaluo empleando el medio quimico definido
CDM (medio) descrito por Yao y colaboradores (2018), modificado mediante la exclusion de riboflavina en
su composicion.

Las cepas de lactobacilos fueron activadas durante 24 h en 5 mL de caldo MRS a 37 2C en condiciones
de microerofilia. Transcurrido este tiempo, se tom6 1 mL de cada cultivo y se centrifugo a 6000 x.g
durante 15 min. Los sobrenadantes fueron descartados y los sedimentos celulares se lavaron 3 veces con
solucion salina estéril al 0,85%. Posteriormente los pellets bacterianos se resuspendieron en un volumen
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equivalente al cultivo original para estandarizar la concentracion celular.

Cada suspension bacteriana se inocul6 al 2 % (v/v) en tubos que contenian el medio de cultivo CDM.
Los cultivos se incubaron a 37 °C durante 24 h en condiciones de microaerofilia. Al finalizar el periodo
de incubacion, se evaluo la presencia o ausencia de turbidez visible como indicador del crecimiento
bacteriano dependiente de lasintesis endogena de riboflavina. Cada ensayo se realizo en siete repeticiones
para garantizar la reproducibilidad de los resultados.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos se procesaron utilizando el software estadistico INFOSTAT (version 2023). Los
resultadosse expresaron como media*desviacionestandar(DE).Seaplicounanalisisde lavarianza(ANOVA)
bajo un disefio completamente al azar (DCA) para evaluar diferencias estadisticas entre tratamientos.
Cuando se detectaron diferencias estadisticas se realizo la prueba de comparaciones miltiples de Tukey
para la separacion de medias, siguiendo el criterio descripto por Di Rienzo y colaboradores (2011).

RESULTADOS

Inhibicion de los CB y el SLC de bacterias lacticas contra A. apis

Se evaluo el porcentaje de inhibicion del crecimiento fingico mediante la aplicacion de los cultivos
bacterianos (CB) y los sobrenadantes libres de célula (SLC) de las bacterias lacticas (Tabla 1). Todas las

cepas analizadas mostraron actividad inhibitoria frente las dos cepas de A. apis (LSAPPMis y LSAPPER),
con porcentajes de inhibicion que oscilaron entre un 43 a un 95%.

Tabla 1: Porcentaje de inhibicion (media + DE) de las matrices cultivo bacteriano (CB) y sobrenadante libre de célula (SLC)
de las bacterias lacticas sobre la expansion radial de hongos de A. apis (LSAPPMis-LSAPPER)

Porcentaje de inhibicion (media * DE)

Bacterias lacticas Matriz A. apis (LSAPPMis) A. apis (LSAPPER)
CB 95,0 + 0,4 90,0 £ 0,7
A. Runkeei
SLC 73,0 2,0 59,0+ 2,0
CB 93,0 £ 2,0 67,0 £ 2,0
L. helsingborgensis
SLC 68,0 £ 2,0 54,0 + 4,0
CB 90,0 + 1,0 62,0 2,0
L. melliventris
SLC 43,0 3,0 43,0 £ 3,0

El analisis estadistico evidencio diferencia significativa (p <0,0001) entre tratamientos. El test de tukey
indico que los cultivos bacterianos (CB) presentaron una actividad antifiingica significativamente superior
a los sobrenadantes libre de células (SLC). Entre las cepas evaluadas el CB de A. kunkeei mostro la mayor
inhibicion del crecimiento flngico, alcanzando un 95 % de control sobre A. apis LSAPPMis, seguida por L.
helsingborgensis y L. melliventris.
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Aunque los SLC de las BL también presentaron actividad antiflingica sobre A. apis, su efecto fue menor
en comparacion con los CB. Entre ellos, el sobrenadante de A. kunkeei resulto mas eficaz, seguido por el
de L. helsingborgensis, y en Gltimo lugar, el de L. melliventris. (FigJ).
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Figura 1: Efecto inhibitorio sobre el desarrollo del hongo A. apis (LSAPPMis) ejercidos por cultivos bacterianos (CB) y
sobrenadantes libres de célula (SLC) de las cepas lacticas A. kunkeei, L. helsingborgensis, L. melliventris. Diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05; prueba de Tukey).

En relacion a A. apis (LSAPPER), el analisis estadistico mostro diferencia significativa en el efecto
inhibitorio de las cepas evaluadas (p<0,0001). El test de Tukey evidencio variaciones en la accion de los
cultivos bacterianos (CB) y los sobrenadantes libres de célula (SLC). EL CB de la cepa A. kunkeei, presento
la mayor inhibicion significativa sobre el desarrollo del hongo, seguido por el CB de L. helsingborgensis.
En cambio, el CB de L. melliventris y SLC de L. helsingborgensis no mostraron diferencias estadisticas
entre si.

Todas los SLC demostraron capacidad antifingica, destacandose A. kunkeei, seguido por L
helsingborgensis. Sin embargo, el CB de A. kunkeei alcanzo el mayor promedio de inhibicion, logrando
aproximadamente un 90% del control del crecimiento de A. apis (LSAPPER) (Fig 2).
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Figura 2: Efecto inhibitorio ejercido por os cultivos bacterianos (CB) y sobrenadantes libres de células (SLC) de las cepas
lacticas A. kunkeei, L. helsingborgensis y L. melliventris sobre el desarrollo del hongo A. apis (LSAPEntr). Diferentes letras
indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05; prueba de Tukey).
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Inhibicion de los CB y el SLC de bacterias lacticas contra P. larvae

Se registraron las zonas de inhibicion obtenidas a partir de los CB y los SLC de las cepas lacticas frente
P. larvae clasificadas segin la escala propuesta por Dengiz y colaboradores (2025) y expresadas con sus
respetivas desviaciones estandar (Tabla 2). Se observé una inhibicion alta del cultivo bacteriano (CB) de
A. kRunkeei, seguido por L. helsingborgensis, que presento un efecto moderado. En contraste, los SLC de
las tres cepas lacticas generaron Gnicamente zonas de inhibicion débil.

Tabla 2: Zonas de inhibicion obtenidas sobre P. larvea por cultivo bacteriano (CB) y sobrenadante libre de célula (SLC) de
cepas lacticas, clasificadas segin los criterios de Dengiz y colaboradores (2025).

e e e . diametro de inhibicion de P. Clasificacion de zona de

Bacterias lacticas Matrices larvae (media + DE) inhibicion
CB 29,0+0,8 alta
A. Runkeei .
SLC 18,0 + 0,4 débil

CB 23,0 £ 0.9 moderada
L. helsingborgensis .
SLC 13,0+ 0,8 debil
CB 17,0 £ 0,6 débil

L. melliventris

SLC 10,0 + 0,4 débil

El analisis estadistico mostro diferencias altamente significativas en el efecto inhibitorio de las
cepas lactica frente a P. larvae (p<0,0001). El test de tukey revelo que el CB de A. kunkeei presentd el
mayor efecto de inhibitorio sobre el crecimiento de P. larvae, seguido por L. helsingborgensis aunque con
un menor impacto. En cambio, L. melliventris y la SLC de A. kunkeei no mostraron diferencias significativas
entre si. Por su parte, los SCL de L. melliventris y L. helsingborgensis fueron los que exhibieron la menor
actividad inhibitoria sobre el patogeno (Fig.3).
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Figura 3: Efecto inhibitorio ejercido por los cultivos bacterianos (CB) y sobrenadantes libres de células (SLC) de A. kunkeei,
L. helsingborgensis, L. melliventris sobre el desarrollo de P. larvae. Letras distintas sobre las barras indican diferencias
significativas entre tratamientos (p<0,05; prueba de Tukey).
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Produccion de riboflavina de las bacterias lacticas

Las cepas A. kunkeei, L. melliventris y L. helsinborgensis mostraron la capacidad para producir turbidez
en el medio de cultivo definido (CDM) carente de riboflavina, en las siete repeticiones realizadas. Estos
resultados evidencian que las tres cepas lacticas poseen la capacidad de sintetizar vitamina B,, lo que
podria contribuir a la homeostasis intestinal y a los efectos probioticos observados en estudios previos.

DISCUSION

Los resultados obtenidos muestran que tanto los cultivos bacterianos (CB) y sobrenadantes libres de
célula (SLC) de las bacterias lacticas evaluadas ejercen control sobre Ascosphaera apis y Paenibacillus
larvae. Se observd que los CB presentaron mayor efecto inhibitorio, tanto antibacteriano y como
antifingico, en comparacion con sus SLC, destacando especialmente el CB de A. kunkeei.

El efecto de los CB podria explicarse por la competencia por espacio y nutrientes, asi como por
la accion de componentes generados de la pared celular que producen actividad antimicrobiana, tal
como reportaron lorizzo y colaboradores (2020). Ademas, Bazukyan & colaboradores (2018) senalaron
que proteinas activas, como proteinasas, contribuyen a la actividad antibacteriana y antifingica. Avall-
Jaaskeldinen & Palva (2005) y Janashia & colaboradores (2018), indicaron que proteinas glucoliticas y
ribosomicas presentes en la superficie de las celular pueden formar biopeliculas y ejercer funciones
antimicrobianas.

En cuanto a los SLC, su efecto inhibitorio se relaciona con la produccion de metabolitos secundarios,
incluyendo acidos organicos (lactico, acético, formico, butirico, propidnico), bacteriocinas, peroxido de
hidrogeno, lisozima, CO, y diacetilo, que actian de maneraindividual o sinérgica para inhibir el crecimiento
de los patogenos (Cirat et al., 2024). Las diferencias observadas entre las cepas se deben a la variabilidad
intraespecifica de las bacterias lacticas, concordando con Mishra & Acharya (2021) y Dengiz et al., (2025).

La mayor actividad de A. kunkeei puede atribuirse a la sinergia entre varios compuestos que son
extracelulares como intercelulares, que potencia su efecto antimicrobiana y antifingica (lorizzo et al.,
2021).

Por otro lado, P. larvae y A. apis generan estrés oxidativo en la microbiota intestinal disminuyendo la
actividad de enzimas antioxidantes como SOD, CAT y GST (Li et al., 2020; Zhang et al., 2023; Moliné et al.,
2024). La produccion de riboflavina por las bacterias lacticas podria mitigar estos efectos al favorecer
la actividad de dichas enzimas y estabilizar la capacidad antioxidante del intestino (Suwannasom et
al., 2020). Asimismo, la riboflavina contribuye a la sintesis de butirato mediante la enzima butiril-CoA
deshidrogenasa, ejerciendo efectos antiinflamatorios y manteniendo la integridad de la barrera intestinal
(Liu et al., 2023).

En nuestros ensayos, se determind que las BL producen riboflavina, la cual podria influir en la
regulacion de la especies reactivas del oxigeno (ROS) generadas por A. apis y P. larvae en la microbiota
intestinal, contribuyendo a disminuir el estrés oxidativo. Estos resultados coinciden con lo reportado por
Suwannasomy colaboradores (2020), quienes demostraron que la riboflavina modula las concentraciones
y la actividad de enzimas antioxidantes como la superoxido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y
la glutacion peroxida (GPx), favoreciendo su funcion y fortaleciendo la capacidad antioxidante de la
microbiota intestinal y beneficiando la salud.

Asimismo, la riboflavina podria contribuir a la microbiotia intestinal y a la salud de las abejas frente
a estos patogenos y otros factores que afecten su salud mediante la produccion de la enzima butiril-
CoA deshidrogenasa, que actiia como cofactor para la produccion de butirato (acido graso de cadenas
cortas) en el intestino, generando efectos antinflamatorios, manteniendo la permeabilidad de la barrera
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intestinal (Liu et al., 2023).

Los resultados mostraron que las tres cepas lacticas presentaron un mayor efecto inhibitorio en su
forma de cultivo bacteriano (CB) frente a los patdogenos, en comparacion con sus sobrenadantes libres de
célula (SLC), lo que sugiere que estas cepas podrian ser mas efectivas cuando se emplean como CB. En
particular, A. Runkeei mostro un potencial destacado para modular la microbiota intestinal y preservar
la salud de A. mellifera. Esto coincide con lo sefialado por Motta & Moran (2024), quienes destacaron que
la proteccion de la microbiota intestinal de las abejas es fundamental para regular su entorno intestinal,
reforzar la defensa frente patogenos y favorecer procesos como la digestion, la desintoxicacion y la
funcion del sistema inmunologico.

CONCLUSION

Esta investigacion demostro que L. helsingborgensis, L. melliventris y A. Runkeei ejercieron un efecto
inhibitorio, tanto en su forma de cultivo bacteriano (CB) como en sus sobrenadantes libres de célula (SLC)
frente a cepas de A. apis y P. larvae. Asimismo, se confirmo que las tres cepas son capaces de producir
riboflavina. Sin embargo, el mayor efecto antibacteriano y antifiingico se observo en A. kunkeei, en su
estado de cultivo bacteriano (CB), lo que la posiciona como una cepa con alto potencial para el biocontrol
de patogenos y para contribuir a la proteccion y el fortalecimiento de la salud de las abejas.
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