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EFECTO DE BACTERIAS LÁCTICAS PARA MEJORAR EL SISTEMA 

INMUNOLÓGICO EN ABEJAS (APIS MELLIFERA) Y REDUCIR LA CARGA DEL 

VIRUS DE LAS ALAS DEFORMADAS (DWV) 

 

EFFECT OF DAIRY BACTERIA TO IMPROVE THE IMMUNE SYSTEM IN BEES 

(APIS MELLIFERA) AND REDUCE THE LOAD OF THE DEFORMED WING VIRUS 

(DWV)  

 

Palabras índice adicionales: abejas melíferas, DWV-A, consorcio bacteriano. 

RESUMEN 

Apis mellifera L. se caracteriza por la producción de miel y su uso en la polinización 

de diversas plantas. Actualmente, se ven afectadas por factores bióticos y abióticos, 

lo cual puede provocar altas tasas de mortalidad, que en parte son atribuibles a 

patógenos propios de la especie, como el virus de las alas deformadas (DWV). En 

la actualidad, solo existen alternativas que se enfocan en el control del vector, el 

ácaro Varroa destructor. Así surge la opción del estudio de la microbiota intestinal 

de A. mellifera, evaluando el efecto de un consorcio probiótico, formado por 6 

bacterias, reproducidas y ajustadas en condiciones controladas, y suministradas por 

ingesta ad libitum en A. mellifera, para evaluar actividad antiviral frente a DWV-A, 

efecto en el sistema inmune y sobrevivencia. Se aplicaron concentraciones de 

60.000, 6.000 y 600 UFC abeja-1, donde la concentración más elevada, logró reducir 

significativamente la carga del DWV-A en abejas inoculadas con el virus. Asimismo, 

se determinó la actividad antiviral de las cepas 5,5 y 20,4. Se observó un aumento 

de la respuesta inmune, relacionada con la sobreexpresión de los genes 

codificantes para los péptidos antimicrobianos abaecina y defensina, lo cual fue 

concordante con el aumento de la sobrevivencia de A. mellifera. Estos resultados 

dejan en evidencia el uso potencial de probióticos en A. mellifera. 

SUMARY 

Apis mellifera L. is characterized by the production of honey and its use in the 

pollination of various plants. Currently, they are affected by biotic and abiotic factors, 
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which can cause high mortality rates, which are in part attributable to pathogens 

specific to the species, such as deformed wing virus (DWV). Currently, there are 

only alternatives that focus on the control of the vector, the Varroa destructor mite. 

Thus, the option arises of studying the intestinal microbiota of A. mellifera, evaluating 

the effect of a probiotic consortium, formed by 6 bacteria, reproduced and adjusted 

under controlled conditions, and supplied by ad libitum intake in A. mellifera, to 

evaluate antiviral activity. against DWV-A, effect on the immune system and survival. 

Concentrations of 60,000, 6,000 and 600 CFU bee-1 were applied, where the highest 

concentration managed to significantly reduce the load of DWV-A in bees inoculated 

with the virus. Likewise, the antiviral activity of strains 5.5 and 20.4 was determined. 

In addition, an increase in the immune response was observed, related to the 

overexpression of the genes encoding the antimicrobial proteins Relish and Dorsal, 

which was consistent with the increase in the survival of A. mellifera. These results 

demonstrate the potential use of probiotics in A. mellifera. 

INTRODUCCIÓN 

Las colonias de abejas melíferas (Apis mellifera L.) (Himenóptera: Apis) son 

insectos sociales, caracterizados principalmente por la producción de miel, y en una 

menor escala, jalea real, propóleo, veneno, polen y cera, potencialmente útiles para 

el ser humano (Cornara et al., 2017). Asimismo, estos insectos son esenciales para 

llevar a cabo una polinización controlada, efectuada en la producción de diversos 

frutales, cultivos, semillas y hortalizas, que conllevan implicaciones sustanciales 

para la economía global y los ecosistemas naturales (Abbasi et al., 2021; Joseph et 

al., 2020). 

Teniendo en cuenta el papel económico y ambiental que juegan las abejas, 

estas actualmente se están viendo afectadas por una serie de factores bióticos y 

abióticos, provocando altas tasas de descenso en la población de las colmenas 

(Brodschneider et al., 2019; Hristov et al., 2020), atribuibles al trastorno de colapso 

de colonias (CCD, por sus siglas en inglés), el cual describe la pérdida a gran escala 

de abejas que se han observado en todo el mundo (Neumann & Carreck, 2015), lo 

que podría ser explicado por un uso indiscriminado de insecticidas (Cens et al., 

2022), pesticidas (O'Neal et al., 2018; Sheldon et al., 2019), o escasez alimentaria 
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(Requier et al., 2017). Como consecuencia de lo anteriormente mencionado, se 

genera un aumento en la susceptibilidad a parásitos y enfermedades, como el ácaro 

exótico ectoparásito Varroa destructor (Hernandez et al., 2022), el cual es la 

amenaza más perjudicial para A. mellifera, impactando directamente en su salud y 

con ello en el rendimiento de la colonia (Traynor et al., 2020). Una infestación de V. 

destructor en otoño, en conjunto con las infecciones secundarias asociadas al ácaro 

(Genersch et al., 2010), son el factor más importante en pérdidas de colonias, 

asociándose con más del 85% de los casos de mortalidad durante el invierno en 

regiones templadas (Guzmán-Novoa et al., 2010). Además, V. destructor, es un 

vector biológico de virus en las abejas, siendo uno de los más relevantes el virus de 

las alas deformadas (DWV) (Paxton et al., 2022), existiendo una correlación directa 

entre el número de ácaros V. destructor y la carga viral que posee A. melífera (Flores 

et al., 2021; Francis et al., 2013).  

Actualmente, se han identificado alrededor de 24 virus en las abejas melíferas 

en todo el mundo (De Miranda et al., 2013), en donde estudios revelan que A. 

melífera convive en todos los ciclos de vida con DWV, como una infección latente 

de forma natural, con niveles bajos, sin síntomas aparentes en las abejas (Chen et 

al., 2005). Asimismo, ante cualquier factor de estrés, puede debilitar las barreras de 

defensa antiviral de las abejas, y, en consecuencia, el desarrollo y aumento de la 

carga viral en ellas (Nazzi & Pennacchio, 2018). Un factor de estrés está dado por 

la dieta de V. destructor, puesto que consume la grasa corporal y la hemolinfa, tanto 

de abejas adultas como inmaduras (Ramsey et al., 2019), proceso de alimentación 

en el cual se inhibe el sistema inmune de la abeja atacada (Koleoglu et al., 2018), 

provocando una abundancia del DWV, que aumenta hasta 72 horas después de la 

herida experimental o la exposición al ácaro V. destructor (Kuster et al., 2014), En 

síntesis, el DWV se magnifica por el parasitismo de Varroa destructor 

(Khongphinitbunjong et al., 2016).  

El DWV, pertenece al género Iflavirus, en donde contiene genomas de ARN 

monocatenario de sentido positivo, con un solo marco de lectura abierto (ORF) 

grande que codifica las proteínas de la cápside en el extremo 5' y las proteínas no 

estructurales en el extremo 3', terminando con una cola poli-A de 3′ (Chen et al., 
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2012; Lanzi et al., 2006; Valles et al., 2017), formando una estructura de partículas 

icosaédricas, sin envoltura, de aproximadamente 30 nm de diámetro (Eberle et al., 

2012). La infección del DWV en títulos suficientemente elevados resulta en la 

propagación por todo el cuerpo, generando síntomas reconocibles como la 

deformación de las alas, disminución del peso y tamaño corporal, igualmente se 

aprecia la reducción de la esperanza de vida de las abejas (DeGrandi-Hoffman & 

Chen, 2015; Reyes-Quintana et al., 2019). La transmisión del DWV, es tanto 

horizontal, propagándose por vía oral-fecal, trofalaxia o fuente de alimentos 

contaminados, como vertical, puesto que el virus, infecta los tejidos ováricos de la 

reina y se disemina en los huevos en desarrollo antes de la oviposición (Chen et al., 

2008; Yañez et al., 2020).  

Se han identificado tres variantes bien definidas del virus de las alas 

deformadas: DWV-A, DWV-B (o VDV-1) y DWV-C (Kevill et al., 2017), de las cuales, 

la variante DWV-B es la más correlacionada con la pérdida de colonias a nivel 

mundial, debido a su capacidad más virulenta, en comparación con la variante 

DWV-A (Natsopoulou et al., 2017). Para la apicultura chilena, la variante DWV-A es 

la más prevalente y dominante, con un 71%, en comparación a la variante DWV-B, 

con una prevalencia del 3%, limitando actualmente las recombinaciones entre estas 

variantes, mientras que la variante DWV-C no ha sido detectada (Riveros et al., 

2020).  

En la actualidad, se han evaluado diversos tratamientos o medicamentos para 

tratar la infección por el virus en las abejas melíferas, en donde el manejo se ha 

enfocado principalmente en el control de V. destructor (Jack & Ellis, 2021). Aunque, 

de igual forma se han estudiado vías alternativas para el control de DWV, como es 

el caso de la ingesta de una dieta de alta calidad de polen, o el consumo 

suplementario de fitoquímicos benéficos, que normalmente están presentes en la 

miel (Dolezal et al., 2019; Palmer-Young et al., 2017).  

Estudios recientes, destacan el papel de la microbiota intestinal como posible 

mecanismo inmunológico para el control de infecciones virales. Por ello se ha 

estudiado la microbiota intestinal de A. mellifera, la cual presenta nueve especies 

bacterianas, que se caracterizan por ser microaerófilos, anaeróbicas facultativas y 
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adaptadas al huésped (Moran et al., 2012), en donde, a través de la secuenciación 

del gen 16S rRNA, se identificó en mayor abundancia Lactobacillus Firm-5, seguido 

de Lactobacillus Firm-4, Gilliamella apícola, Snodgrassella alvi, Bifidobacterium 

spp., mientras que en menor abundancia y prevalencia Frischella perrara, Bartonella 

apis, Apibacter adventoris y Parasaccharibacter apium (Kwong & Moran, 2016); 

estas bacterias cumplen diversos roles, como la estimulación del sistema inmune o 

la fermentación de azúcares y carbohidratos (Kwong et al., 2017; Zheng et al., 

2017). La interacción entre diversas bacterias, pueden lograr una adecuada 

desenvoltura en la aptitud de A. mellifera, estimulando su sistema inmunológico y 

con ello el aumento en la eficiencia de la defensa contra patógenos (De Souza et 

al., 2009; Evans & Armstrong, 2006), en específico estimular los péptidos 

antimicrobianos (AMP) que son parte esencial del sistema inmunológico innato de 

los insectos (Wu et al., 2018), entre los cuales se encuentran los genes abaecina y 

defensina, genes sensibles a las altas cargas virales del DWV (Aronstein et al., 

2012; Balakrishnan et al., 2021).  

Las bacterias del género Lactobacillus y Bifidobacterium, son usados 

usualmente como probiótico en mamíferos (Gaggia et al., 2011), y se ha estudiado 

su capacidad para inhibir patógenos en A. mellifera. Para ello, dichas bacterias se 

han aislado desde su intestino, ubicadas predominantemente en el recto, 

pertenecientes al filo Firmicutes y Actinobacterium (Zheng et al., 2018). 

Específicamente, se ha visto que la utilización de estas cepas confiere un efecto 

positivo en el control de la infección por Nosema ceranae, al igual, han logrado 

producir un aumento en promedio del 50 % aproximadamente de la población de 

cría, recolección de polen y miel cosechable en alzas, además de un aumento de la 

microbiota intestinal en las nuevas generaciones de abejas de alrededor del 4 % 

(Alberoni et al., 2018; Baffoni et al., 2016). 

Dado esto, el objetivo del presente estudio es determinar el efecto de la ingesta 

de bacterias lácticas, en la sobrevivencia, sistema inmune y la actividad antiviral de 

adultos de A. mellifera inoculadas con el virus de las alas deformadas (DWV-A). 

MATERIALES Y METODOS 

Obtención de bacterias  
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Las bacterias utilizadas en este estudio (Tabla 1), fueron obtenidas en el marco de 

un proyecto FIA PYT 2017-0241.  

Tabla 1. Cepas conformadoras del Consorcio probiótico. 

Origen Identificación Código 

Los Lagos Bifidobacterium asteroides  5,5 

Los Lagos Bifidobacterium asteroides  5,7 

Los Ríos Lactobacillus kunkeei  13,1 

Los Lagos Lactobacillus kunkeei  14,4 

Los Lagos Lactobacillus kunkeei 15,1 

Los Lagos Lactobacillus kunkeei  20,4 

Obtención de abejas  

Insectos adultos de A. mellifera para el ensayo fueron colectadas desde el apiario 

experimental ubicado en el centro experimental “El Nogal” (36º35`58.25`` S-

72º04`51.77`` W), Universidad de Concepción, Chillan, Chile. Se colectaron marcos 

con abejas de colmenas sanas, los cuales presentaron una postura uniforme por 

ambos lados, posteriormente fueron trasladados a una cámara con condiciones 

controladas, con temperatura de 33° C ± 2; 60 % ± 3 HR, para que la cría terminara 

su desarrollo y emergiera. Esta actividad tuvo la finalidad de controlar la edad de las 

abejas a utilizar en los ensayos, teniendo un delta máximo de 48 horas de 

emergencia.  

Preparación del inóculo viral 

Se obtuvo un aislado de la variante-A del virus de las alas deformadas (DWV-A) de 

colonias inoculadas. Un grupo de 20 abejas se homogeneizó en una bolsa 

stomacher con solución salina tamponada con fosfato (1x PBS) durante 90 s a alta 

velocidad en una licuadora de laboratorio stomacher 80 (Seward, Londres, Reino 

Unido). Las muestras se centrifugaron a 1,500 g durante 10 minutos, seguido de 

10,000 g durante 10 minutos, ambos a 4 ° C. El sobrenadante se purificó por 

filtración con un filtro de 0.22 µm (PES, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania). 

Posteriormente, se utilizó 200 µL del sobrenadante, del cual se extrajo ARN, se 

sintetizó ADNc y finalmente se realizó la cuantificación de la carga viral del inóculo.  
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Extracción de ARN y síntesis de ADNc  

Para la cuantificación de la carga viral (DWV) y la expresión de los genes del sistema 

inmune, cada cuerpo de abeja colectada en cada punto de muestreo durante los 

ensayos, fue macerado en una solución tampón salina PBS, se colectaron 200 uL 

del macerado, el cual se utilizó para la extracción de ARN, siguiendo lo descrito por 

(Silva et al., 2021) y las instrucciones proporcionadas por E.Z.N.A. Kit de ARN total 

(Omega Bio-Tek, Norcross, GA, EE. UU). 

La calidad y el rendimiento del ARN se determinó con un espectrómetro (Infinite 

200 PRO NanoQuant, Tecan Group, Männedorf, Suiza). El ARN extraído se utilizó 

posteriormente para la síntesis de la primera cadena de ADNc, mediante el uso de 

la enzima transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, 

CA, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las muestras de 

ADNc se almacenaron a -20 °C para su uso posterior.  

Análisis de expresión génica  

A fin de cuantificar la carga viral y la expresión de los genes del sistema inmune, se 

utilizó cebadores específicos (Tabla 2). La reacción de qPCR se llevó a cabo 

utilizando 1x de KAPA SYBR FAST Universal 2x qPCR Master Mix (Kapa 

Biosystems, Wilmington, MA, EE. UU.), siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Las muestras se llevaron a un volumen de reacción de 15 µL, incluidos 20 ng de 

ADNc, 530 nM de cada cebador y agua de grado molecular filtrada estéril para 

alcanzar los 15 µL. Las condiciones de reacción térmica que se utilizaron fueron de: 

95 °C durante 5 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C durante 15 s, 60 °C durante 15 s 

y 72 °C durante 30 s. Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron en un 

termociclador Stratagene Mx3000P (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE. 

UU.) y los datos se analizaron con el software MxPro (Stratagene, Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, EE. UU.). La expresión relativa de cada gen se 

calculó después de la normalización con un gen endógeno (β-actina), como 

describe Pfaffl (2001). De igual forma, para determinar la carga viral de las abejas, 

se realizó la cuantificación absoluta de DWV-A.  

En resumen, se utilizó una curva estándar que utiliza un producto de PCR 

purificado (Wizard®VR SV gel and PCR clean-up system, Promega, Madison, WI, 
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EE. UU.), perteneciente a la secuencia diana viral (Riveros et al., 2020). Luego, el 

amplicón purificado se cuantifico mediante espectrofotometría (EpochTM Microplate 

Spectrophotometer, BioTek, Winooski, VT, EE. UU.) para calcular el número de 

copias, según Wu et al. (2017). Luego se generaron curvas estándar lineales (95-

100 % de eficiencia) utilizando una dilución en serie (1,0 × 101 a 1,0 × 109) del 

número de copias virales de ADNc purificado.  

Tabla 2. Secuencia de nucleótidos de cebadores de genes de defensa de Apis 
mellifera y virus de las alas deformadas (DWV-A) utilizados en qRT-PCR. 

Primers: DWV-A: Virus de las alas deformadas variante A; F: Fordward; R: Reverse. 

Posteriormente, los valores de Ct se representaron frente a los valores del número 

de copias (log10). Por lo tanto, el número de copias de la muestra se estimó 

utilizando los valores de Ct y las comparaciones con la ecuación lineal de la curva 

estándar y los valores de normalización del gen de β-actina (Yang & Cox-Foster, 

2005). Luego, los datos se expresaron como el número de copias de DWV-A por 

abeja considerando las diluciones que se realizaron en la síntesis de ADNc y la 

reacción de qPCR.  

Primers  Secuencias Referencia 

 

DWV-A 

F TATCTTCATTAAAGCCACCTGGAA Yang & Cox-

Foster, 2005 
R TTTCCTCATTAACTGTGTCGTTGAT 

 

Β-Actina 

F ATGCCAACACTGTCCCTTTCTGG Yang & Cox-

Foster, 2005 
R GACCCACCAATCCATACGGA 

 

Abaecina 

F CAGCATTCGCATACGTACCA Evans, 2006 

R GACCAGGAAACGTTGGAAAC 

 

Defensina 

F 

R 

TGTCGGCCTTCTCTTCATGG 

TGACCTCCAGCTTTACCCAAA 

Yang & Cox-

Foster, 2005 
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Preparación las cepas bacterianas de forma individual conformadoras del 

Consorcio probiótico 

Para la alimentación de las abejas, cada bacteria que compone el Consorcio 

probiótico (Constituido de 6 bacterias) fue trabajada individualmente, pero en un 

proceso igualitario para todas. Para ello fueron sembradas en agar MRS, y se 

incubaron durante 24 horas en condiciones de temperatura controladas de 30°C. 

Transcurrido este tiempo, se extrajo una muestra de la bacteria, la cual fue 

enriquecida en 30 mL de caldo Man Rogosa Sharp (MRS), en tubos eppendorf, para 

su posterior desarrollo y reproducción de cada bacteria, para ello fueron 

nuevamente incubadas por 24 horas. Posteriormente, se cuantifico el crecimiento 

bacteriano, a través de un espectrofotómetro, a una longitud de onda de 600 nm, 

para lo cual se le realizó una dilución, donde se tomaron 100 μL de bacteria y 900 

μL de solvente, para este caso fue utilizado NaCl al 90 %. Dado que, para la 

alimentación de las abejas, las bacterias fueron igualadas en concentraciones. 

Finalmente, las bacterias, fueron incorporadas en la dieta de las abejas como 

alimentación ad libitum, en donde se mezclaron 2 partes de bacterias por una parte 

de jarabe de azúcar al 60 %. 

Determinación de la dosis mínima efectiva  

Las abejas recién emergidas fueron inoculadas individualmente con diferentes 

concentraciones del Consorcio probiótico (constituido por las 6 bacterias evaluada) 

denominado “C9”, las cuales tuvieron un periodo de ayuno de una hora, para su 

posterior suministración de 60.000, 6.000 y 600 UFC abeja-1 del probiótico prototipo 

(sin formular). Pasado 48 horas, las abejas tratadas fueron inoculadas de manera 

individual con el virus de las alas deformadas (DWV-A) a una concentración de 

1x109 número de copias genómicas abejas-1, disuelto en sacarosa al 60%. En total 

y para todos los ensayos del presente estudio, se inocularon 60 abejas por 

repetición, en un total de cuatro repeticiones para cada tratamiento (n=240 abejas 

por tratamiento). 

Luego, el Consorcio probiótico a sus diferentes concentraciones fue 

suministrado ad libitum a los 5, y 10 días después de la primera inoculación con el 

Consorcio probiótico. Para determinar la carga de DWV-A en el tiempo, se 
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colectaron muestras de abejas tratadas e inoculadas a las 48 horas, 5 y 10 días 

post-inoculación viral. Posteriormente se les realizó extracción de ARN a las abejas 

de los diferentes tratamientos, luego síntesis de cDNA y PCR cuantitativa (qPCR) 

con partidores específicos para DWV-A (Tabla 2).  

Evaluación de abejas tratadas con las cepas bacterianas de forma individual 

conformadoras del Consorcio probiótico 

Con el objetivo de determinar si la actividad antiviral es atribuible a una o más 

bacterias dentro del Consorcio probiótico, se preparó un ensayo de forma similar a 

como se describió anteriormente, con modificaciones correspondientes. En 

resumen, las abejas recién emergidas fueron inoculadas individualmente con la 

dosis mínima efectiva de una de las cepas bacterianas que conforman el Consorcio 

probiótico, y esto se repitió con cada una de las cepas, así se obtuvieron los 

siguientes tratamientos: cepa 5,5, 5,7, 13,1, 14,4, 15,1 y 20,4. Luego de 48 horas, 

las abejas fueron inoculadas de manera individual con un inóculo viral del virus de 

las alas deformadas (DWV-A) a una concentración de 1x109 número de copias 

genómicas abejas-1 en sacarosa al 60%. Para determinar la efectividad de las cepas 

para reducir la carga de DWV-A, los tratamientos que incluyen las cepas bacterianas 

fueron comparadas con un control no inoculado con el patógeno (C.S) y un control 

inoculado con el patógeno (C.I), ambos sin suministrar las cepas bacterianas. Luego 

las diferentes cepas del Consorcio probiótico fueron suministradas ad libitum 

nuevamente a los 5 y 10 días después de la primera inoculación con las diferentes 

cepas del Consorcio probiótico. Para determinar la carga de DWV-A en el tiempo, 

se colectaron muestras de abejas tratadas e inoculadas a las 48 horas, 5 y 10 días 

post-inoculación viral. A estas abejas se les realizó la extracción de ARN, síntesis 

de cDNA y PCR cuantitativa (qPCR) con partidores específicos para DWV-A (Tabla 

2).  

Actividad antiviral de las cepas con mayor actividad antiviral en comparación 

del Consorcio probiótico  

Posteriormente, se realizó un nuevo ensayo de forma similar a como se describió 

anteriormente, con modificaciones correspondientes, con el fin de evaluar a las 

cepas con mayor actividad antiviral obtenidas del ensayo anterior, dicha evaluación 
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fue tanto de forma individual, cada cepa por separado, como la formación de un 

nuevo consorcio con dichas cepas (C.N), estos nuevos tratamientos fueron 

comparados contra el Consorcio probiótico (C9), un control no inoculado con DWV-

A (C.S) y un control inoculado con el virus (C.I). De igual forma, se evaluó en este 

ensayo diferentes parámetros, específicamente el efecto de dichas bacterias frente 

al DWV-A, como al sistema inmunológico y la sobrevivencia de A. mellifera. 

Finalmente, se les realizó la extracción de ARN, síntesis de cDNA y PCR 

cuantitativa (qPCR) con partidores específicos para DWV-A (Tabla 2).  

Análisis estadístico  

Las curvas de sobrevivencia de los tratamientos se trazaron utilizando un estimador 

de Kaplan-Meier considerando las abejas vivas al final del experimento como datos 

censurados. Las diferencias entre las curvas de sobrevivencia se estimaron 

mediante una prueba de rango logarítmico (p < 0,05) y los valores de p se corrigieron 

(p < 0,05) con el método de Holm-Bonferroni (Holm, 1979) para comparaciones 

múltiples por pares con respecto al control no inoculado (C.S) e inoculados (C.I). 

Para determinar diferencias estadísticas entre tratamientos, se realizó un análisis 

de varianza de medias (ANOVA) seguido de una separación de medias a posteriori. 

Luego se utilizó la prueba HSD de Tukey (p < 0,05) para separar las medias entre 

los tratamientos. Todos los tratamientos fueron comparados con un control no 

inoculado (C.S): abejas sin tratar ni inocular con el patógeno, y un control solo 

inoculado con el virus (C.I): abejas inoculadas con el patógeno, pero sin ser tratadas 

por el Consorcio probiótico. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

Determinación de dosis mínima efectiva  

Basado en los datos al término del ensayo, 10 días post-inoculación viral (abejas de 

15 días de edad), solo el tratamiento con la concentración más elevada del 

Consorcio probiótico (60.000 UFC abeja-1), logro reducir en un 59,7 % (1x104 

número de copias genómicas por abeja) la carga del DWV-A en abejas inoculadas, 

al ser comparadas con aquellas no tratadas con este Consorcio probiótico e 

inoculadas con el virus (1x1010 número de copias genómicas por abeja) (Figura 1). 

No obstante, en las demás concentraciones evaluadas, no se observaron 



12 
 

diferencias estadísticas entre estos tratamientos y el control inoculado, en donde 

encontramos que a 6.000 UFC abeja-1 se controló solo un 12,8 % (1x109 número de 

copias genómicas por abeja) y en la menor concentración de 600 UFC abeja-1 sólo 

se controló un 5.8 % (1x1010 número de copias genómicas por abeja) del DWV-A. 

Por ende, se consideró que la concentración mínima en la cual se observa un control 

significativo de la infección causada por el DWV-A es de 60.000 UFC abeja-1.  

Figura 1. Carga relativa del virus de las alas deformadas (DWV-A) luego de 1, 5 y 
10 días post-inoculación viral en abejas tratadas con diferentes concentraciones del 
Consorcio probiótico. 

 

Análisis de varianza (ANOVA), interacción entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencia 
significativa para cada media según la prueba de Tukey (p < 0,05).  
Las concentraciones del Consorcio probiótico (60.000; 6.000 y 600 UFC abeja-1), y el control no 
inoculado (C.S) y el control inoculado (C.I) se muestran en diferentes simbologías y colores.  

El uso de múltiples bacterias de forma simbionte, es utilizado tanto en el presente 

estudio, logrando el control del DWV-A, como en otros trabajos para así obtener 

mayores beneficios (GarcíaVicente et al., 2023). Daisley et al. (2023), demostraron 

que a través del uso combinado de 3 cepas lactobacilos, como fuente de 

suplementación para A. mellifera, fomentó el desarrollo de las bacterias intestinales 

endógenas de las abejas, en conjunto con un control de patógenos, como V. 
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destructor y DWV (Daisley et al., 2023). De igual forma, Tejerina et al. (2020) 

administraron Lactobacillus salivarius A3iob, cepa que logró reducir el patógeno 

Nosema spp. a niveles leves de infestación, menores a 2x104 esporas por abeja, 

además de un control promedio del 65 % para V. destructor (Tejerina et al., 2020). 

Asimismo, el control inoculado con el DWV-A y no tratado con el Consorcio 

probiótico del presente estudio, alcanzó una carga viral de 1x1010 número de copias 

genómicas por abeja, superando el umbral reconocido para lograr infecciones de 

DWV tanto asintomáticas como sintomáticas de 109 copias del genoma de DWV 

(Posada Florez et al., 2019).  

Abejas tratadas con las cepas bacterianas de forma individual conformadoras 

del Consorcio probiótico  

Tras el análisis y evaluación de las seis cepas conformadoras del Consorcio 

probiótico, se determinó al término del ensayo una actividad antiviral atribuible a las 

cepas 5,5 y 20,4, dado que ambas redujeron significativamente la carga viral del 

DWV-A. Dicha reducción es marcada a los 10 días post-inoculación viral, en donde 

para la cepa 20,4 se notó una reducción del 46,4 % (1x105 número de copias 

genómicas por abeja), y la cepa 5,5, la cual tuvo una disminución del 36,3 % (1x106 

número de copias genómicas por abeja), en comparación con el tratamiento control 

inoculado, que son abejas sin tratar con el Consorcio probiótico, pero inoculadas 

con el virus (1x1010 número de copias genómicas por abeja) (Figura 2). Por otra 

parte, para las abejas inoculadas con DWV-A que fueron tratadas con las otras 

cepas 5,7, 13,1, 14,4 y 15,1, produjeron una reducción de la carga viral que osciló 

entre 3.01 % y 8.52 % (Entre 1x1010 y 1x109 número de copias genómicas por 

abeja). Así, se consideró que solo las cepas 5,5 y 20,4 presentan un mayor control 

sobre el patógeno.  

El presente ensayo demostró un control principalmente por parte de las cepas 

20,4 y 5,5, desde el día 5 post-inoculación viral, en promedio de un 53,6 % (1x104 

número de copias genómicas por abeja), en comparación al nivel de infección 

alcanzado por el tratamiento control inoculado (C.I) (1x109 número de copias 

genómicas por abeja). A diferencia de otros estudios, en donde para lograr una 

reducción del DWV, han utilizado hongos poliporosos o fitoquímicos, como timol, 
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nicotina, catalpol, entre otros, logrando su objetivo 7 o 12 días después de realizar 

tratamientos contra el virus (Palmer-Young et al., 2017; Stamets et al., 2018).  

Asimismo, cabe mencionar que al igual que en otros estudios relacionados, se 

han utilizado marcos con cría, con cargas virales bajas de DWV-A, sin Varroa u 

otros patógenos (Al Naggar et al., 2023; Phokasem et al., 2022; Ryabov et al., 2019), 

obteniendo como base del colmenar, la carga viral obtenida del tratamiento no 

inoculado (C.S) en el muestreo realizado en el día 1 (1x102 número de copias 

genómicas por abeja), dado que este tratamiento, en el tiempo mencionado, no fue 

intervenido, además de que tuvo una dieta exclusiva de jarabe de azúcar, sin 

bacterias, ni fue inoculado con el DWV-A a lo largo del estudio. Dicha carga viral, 

demuestra la presencia del DWV-A en el colmenar experimental, y la alta 

prevalencia del virus a lo largo de Chile (Riveros et al., 2020).  

Figura 2. Carga relativa del virus de las alas deformadas (DWV-A) luego de 1, 5 y 
10 días post-inoculación viral en abejas tratadas con diferentes cepas bacterianas 
de forma individual conformadoras del Consorcio probiótico. 

 

Análisis de varianza (ANOVA), interacción entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencia 
significativa para cada media según la prueba de Tukey (p < 0,05).  
Las cepas del Consorcio probiótico (5,5; 5,7; 13,1; 14,4; 15,1 y 20,4), el control no inoculado (C.S) y 
el control inoculado (C.I) se muestran en diferentes simbologías y colores.  

Actividad antiviral de las cepas 5,5 y 20,4 en comparación al Consorcio 

probiótico  
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Al término del ensayo, basado en el análisis de los datos obtenidos y posterior 

cuantificación de la carga viral en A. mellifera, se demostró que en todas aquellas 

abejas que fueron inoculadas con el DWV-A, presentaron un aumento de la carga 

viral, aumento que se observó en abejas de 10 días post-inoculación, llegando el 

control inoculado con DWV-A (C.I) a alcanzar una carga viral de 1x1010 número de 

copias genómicas por abeja. Se obtuvo que entre el Consorcio probiótico (C.9) y 

una mezcla equitativa (30.000 UFC abeja-1 por cepa) de las cepas 5,5 y 20,4 (C.N), 

para así aplicar la dosis mínima efectiva (60,000 UFC abeja-1), no se obtuvieron 

diferencias estadísticas entre estos dos tratamientos (Figura 3), logrando reducir la 

carga del DWV-A, al ser comparadas con el control inoculado (C.I), específicamente 

en 60.8 % para C9 (1x103 número de copias genómicas por abeja) y de 56.7 % para 

C.N (1x104 número de copias genómicas por abeja).  

Figura 3. Carga relativa del virus de las alas deformadas (DWV-A) luego de 1, 5 y 
10 días post-inoculación viral en abejas tratadas con diferentes cepas bacterianas 
y consorcios del probiótico bacteriano.  

 

Análisis de varianza (ANOVA), interacción entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencia 
significativa para cada media según la prueba de Tukey (p < 0,05). 
Cepas bacterianas individuales (5,5 y 20,4), consorcio compuesto por las bacterias 5,5 y 20,4 (C.N), 
Consorcio probiótico compuesto por 6 bacterias (C9), control no inoculado (C.S) y el control 
inoculado (C.I) se muestran en diferentes simbologías y colores. 

En tanto, en abejas tratadas con cada cepa por separado, se controló en menor 

medida la carga viral, con la cepa 5,5 controlando la carga viral en un 38.1 % (1x105 
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número de copias genómicas por abeja) y la cepa 20,4 en 36.8 % (1x106 número de 

copias genómicas por abeja) respecto al tratamiento inoculado con DWV-A (C.I) sin 

tratar con ninguna cepa o consorcio bacteriano (Figura 3). En síntesis, se asume 

que un mayor control de la carga viral está dado principalmente por la combinación 

de dos o más cepas, comprendiendo su uso concretamente para los parámetros 

evaluados durante el ensayo.  

La microbiota de A. mellifera se compone por nueve especies bacterianas, que 

representan a un conjunto de cepas que se relacionan (Moran et al., 2012), las 

cuales, no están presentes al momento de emerger (Powell et al., 2014), 

comenzando la colonización bacteriana intestinal a través de diversas interacciones 

de las abejas, en donde las especies Lactobacillus y Bifidobacterium inician su 

desarrollo 3 días después de emergencia (Dong et al., 2020), tras lograr una 

abundancia de dichas bacterias, las cepas Lactobacillus se ven reducidas durante 

el periodo de invernada, al igual, las cepas Bifidobacterium, que disminuyen su 

concentración 25 días después de la emergencia de A. mellifera (Dong et al., 2020; 

Olofsson & Vásquez, 2008). Asimismo, es de amplio conocimiento, que el DWV se 

encuentra vigente durante todo el ciclo de vida de A. mellifera, desde huevo hasta 

senescencia (Chen et al., 2005), de igual forma, su diseminación se amplía en casi 

todo el cuerpo de las abejas sintomáticas, afectando antenas, cabeza, patas, alas, 

tórax y abdomen principalmente (Boncristiani et al., 2009), al contario de abejas 

asintomáticas, puesto que según Yue & Genersch (2005), quienes demostraron que 

el DWV en abejas que no presentan deformidades, las partículas virales solo se 

detectan en el tórax y/o abdomen, en donde se encuentra la microbiota de A. 

mellifera (Yue & Genersch, 2005). Los títulos virales siguen al alza durante la 

temporada de invierno, a pesar de observarse y verificarse una disminución del 

número de V. destructor, principal vector del DWV (Paxton et al., 2022; Zhu et al., 

2022), lo cual, puede deberse a la disminución de las bacterias anteriormente 

mencionadas, generando una microbiota intestinal perturbada, que en 

consecuencia genera una disminución de la supervivencia de A. mellifera expuesta 

al DWV, como lo indica Dosch et al. (2021), quienes además, demuestran de forma 

contraria a lo anteriormente mencionado, que A. mellifera al poseer una microbiota 
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intestinal normal, lo que se considera >108 bacterias por intestino, aumenta la 

supervivencia de las abejas frente al DWV, pero de igual forma, la carga viral de 

DWV logró altos niveles, indiferente de poseer una microbiota normal o perturbada 

(Dosch et al., 2021; Zheng et al., 2017), por ende, a través de nuestro estudio, se 

pudo observar que la incorporación de bacterias a la microbiota intestinal de A. 

mellifera, genera un control sobre el DWV-A. 

Determinación de la expresión de los genes abaencina y defencina  

Al analizar la expresión de los genes abaecina y defensina, relacionados con el 

sistema inmune innato de A. mellifera y que codifican para péptidos antimicrobianos, 

posterior a la inoculación con el DWV-A, se observó que para el caso del gen 

abaecina, a los 10 días post inoculación viral hubo una estimulación de la expresión 

en todos los tratamientos en los cuales se suministró bacterias a las abejas, 

comparado con aquellos tratamientos que no las recibieron (C.S y C.I) (Figura 4). 

Figura 4. Expresión del gen abaecina luego de 1, 5 y 10 días post-inoculación con 
el virus de las alas deformadas (DWV-A) en abejas tratadas con diferentes cepas 
bacterianas y consorcios del probiótico bacteriano. 

 

Análisis de varianza (ANOVA), interacción entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencia 
significativa para cada media según la prueba de Tukey (p < 0,05).  
Cepas bacterianas individualmente (5,5 y 20,4), consorcio compuesto por las bacterias 5,5 y 20,4 
(C.N), Consorcio probiótico compuesto por 6 bacterias (C9), y el control no inoculado (C.S) y el 
control inoculado (C.I), se muestran en diferentes simbologías y colores. 
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En efecto, en el tratamiento compuesto por las 6 bacterias (C9), se observó un 

aumento de un 36,4 % en la expresión del gen abaecina, a los 10 días pos 

inoculación viral, en comparación al tratamiento no inoculado ni tratado con 

bacterias (C.S), y de un 23,5 % en comparación al tratamiento inoculado con el 

DWV-A y no tratado con bacterias (C.I) (Figura 4). 

Asimismo, para el gen defensina, los tratamientos Consorcio probiótico 

compuesto por las 6 bacterias (C9) y el consorcio compuesto de las bacterias 5,5 y 

20,4 (C.N), aumentaron la expresión del gen en un 30,8 % y 19,2 % 

respectivamente, en comparación al tratamiento control inoculado con el DWV-A y 

no tratado con bacterias (C.I), a los 10 dpi (Figura 5). 

Figura 5. Expresión del gen defensina luego de 1, 5 y 10 días post-inoculación con 
el virus de las alas deformadas (DWV-A) en abejas tratadas con diferentes cepas 
bacterianas y consorcios del probiótico bacteriano. 

 

Análisis de varianza (ANOVA), interacción entre tratamientos. Letras diferentes indican diferencia 
significativa para cada media según la prueba de Tukey (p < 0,05).  
Cepas bacterianas individualmente (5,5 y 20,4), consorcio compuesto por las bacterias 5,5 y 20,4 
(C.N), Consorcio probiótico compuesto por 6 bacterias (C9), y el control no inoculado (C.S) y el 
control inoculado (C.I), se muestran en diferentes simbologías y colores.  
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A. mellifera. Resultados similares fueron obtenidos por Wang et al. (2022), quienes 

administraron la bacteria L. helveticus KM7 en A. cerana logrando la sobre 

expresión de los genes abaecina y defensina, al igual que Evans y López (2004), 

que expusieron a A. mellifera en estado larva a una mezcla de bacterias no 

patógenas, obteniendo al finalizar el estudio altos niveles de expresión del gen 

abaecina. Por lo tanto, el uso de bacterias como alimentación suplementaria se 

presenta como un sustituto potencial para estimular el sistema inmune de A. 

mellifera. 

Probabilidad de sobrevivencia de abejas tratadas con lactobacterias e 

inoculadas con DWV-A. 

La mezcla de las cepas 5,5 y 20,4 (C.N) y el Consorcio probiótico formado por las 6 

cepas evaluadas en este estudio (C9), estimularon la sobrevivencia de las abejas, 

cuando estas fueron inoculadas y presentaron altas cargas virales de DWV-A, 

dichos tratamientos alcanzaron tasas de sobrevivencia del 88 % y del 90 %, 

respectivamente, al finalizar el ensayo (Figura 6). De igual forma, al día 6, el 90 % 

de las abejas seguían vivas, en todos los tratamientos que se les suministró 

bacterias y el control no inoculado (C.S), logrando diferencias significativas con el 

control inoculado con DWV-A y sin ser tratado con bacterias (C.I), el cual comenzó 

un descenso en el número de abejas notorio en comparación con el resto de los 

tratamientos. Al término del ensayo, 10 días post-inoculación viral (Abejas de 15 

días de edad) las abejas inoculadas con el virus y tratadas con los tratamientos C.N 

y C9 sobrevivieron un 38 % y 45 % más que el control inoculado con DWV-A y no 

tratado con bacterias (C.I) (Figura 6).  

La microbiota intestinal es clave para la salud de A. mellifera, pero está sujeta a 

múltiples alteraciones, como el uso de pesticidas, que terminan debilitando a las 

abejas, acortan su periodo de vida y provocando una mayor susceptibilidad a 

diversos patógenos (Kakumanu et al., 2016; Motta et al., 2018), en donde resalta V. 

destructor, principal vector de DWV (Hubert et al., 2017, Khongphinitbunjong et al., 

2016). Dicho virus, en el presente estudio fue administrado de forma oral, por ende, 

se provocó una infección concentrada en el tracto digestivo principalmente, no 

generando síntomas visibles en A. mellifera (Mockel et al., 2011), de igual forma, se 
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sabe que una inoculación posterior a la emergencia de las abejas es menos mortal, 

en comparación a una infestación en etapa larvaria con el DWV (Zanni et al., 2023). 

Asimismo, se ha demostrado a lo largo del presente estudio, que el uso de bacterias 

lácticas, genera un efecto benéfico en A. mellifera, controlando y/o disminuyendo 

los niveles del DWV-A, logrando tasas de sobrevivencia mayores al 88%, datos 

similares a los manifestados por Pachla et al. (2021) quienes utilizaron bacterias 

lácticas propias de A. mellifera como suplemento en ellas mismas, consiguiendo 

promover la longevidad de las abejas y disminuir las tasas de mortalidad (Pachla et 

al., 2021), esto está fuertemente relacionado al uso de bacterias endógenas de A. 

mellifera, dado que poseen una mejor proliferación en su intestino, en comparación 

con las bacterias no nativas de las abejas (Motta et al., 2022). 

Figura 6. Probabilidad de sobrevivencia de abejas tratadas con diferentes cepas 
bacterianas y Consorcio probiótico e inoculadas con DWV-A en condiciones 
controladas. 

 

Curvas de Kaplan-Meier. Cada curva representa un control no inoculado, abejas no inoculadas con 
DWV-A y sin tratamiento de bacterias (C.S), control inoculado, abejas inoculadas con DWV-A y sin 
tratar de bacterias (C.I), abejas inoculadas con DWV-A y tratadas con bacterias de la cepa 5,5 (5,5), 
abejas inoculadas con DWV-A y tratadas con bacterias de la cepa 20,4 (20,4), abejas inoculadas 
con DWV-A y tratadas con bacterias de la cepa 5,5 y 20,4 (C.N) y abejas inoculadas con DWV-A y 
tratadas con el probiótico completo, conformado por las 6 cepas trabajadas en este estudio (C9). 
Barras que no se tocan, indican diferencias significativas. 
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CONCLUSIONES  

1. La dosis mínima efectiva a aplicar del Consorcio probiótico para obtener una 

reducción significativa del virus de las alas deformadas (DWV-A) en A. mellifera 

es de 60.000 UFC abeja-1.  

2. La ingesta de bacterias lácticas aumenta la expresión de los genes que codifican 

para los péptidos antimicrobianos abaecina y defensina, en abejas infectadas 

con el virus de las alas deformadas (DWV-A). 

3. La ingesta de bacterias lácticas aumenta la sobrevivencia de A. mellifera 

infectadas con altas cargas del virus de las alas deformadas (DWV-A). 
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