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RESUMEN: Los aislados bacterianos SUR - 6, DiP/2012 y Oct/Y se obtuvieron a partir de gusanos de seda
(Bombyx mori L.) infectados naturalmente, los cuales presentaban sintomas evidentes de flacheria bacteriana.
El presente trabajo tuvo como objetivo identificar los patdogenos bacterianos asociados a estos sintomas
observados en las crias de gusano de seda en zonas de Cuba, para establecer medidas de control y saneamiento.
Los estudios morfologico, bioquimico y fisiologico de los aislados permitieron identificarlos como Enterobacter
cloacae (SUR - 6), Serratia marcescens (DiP/2012) y Acinetobacter baumanii (Oct/Y), los cuales, en la
literatura, son informados ampliamente como patégenos de insectos.

Palabras clave: Bombyx mori L., flacheria, septicemia bacteriana, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae,
Acinetobacter baumanii.

Pathogenic bacteria of Bombyx mori L. larvae in breeding areas of Cuba

ABSTRACT: The bacterial isolates SUR - 6, DiP/2012 and Oct/Y were isolated from silkworms (Bombyx
mori L.) infected naturally, which presented evident symptoms of bacterial flacheria. The goal of this study
was to identify the bacterial pathogens associated with symptoms observed in silkworm breeding areas of
Cuba, to establish control and sanitation measures. The morphological, biochemical and physiologic study allowed
to identify these isolates as Enterobacter cloacae (SUR - 6), Serratia marcescens (DiP /2012), and
Acinetobacter baumanii (Oct/Y), which are informed widely in the literature like pathogens of insects.

Key words: Bombyx mori L., flacheria, bacterial septicemia, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae,
Acinetobacter baumanii.

La sericultura constituye el tnico campo de la agri-
cultura que se dedica a la reproduccion a gran escala
del gusano de seda (Bombyx moriL.), lepidoptero con
alto valor econémico y domesticado para la produc-
cion de seda por mas de 5000 afos (1). En China,
esta actividad ocupa una importante posicion en la vida
econodmica y cultural de su historia; representa el prin-
cipal pais productor y exportador mundial de seda, con
cifras que superan el 70 % de la produccién mundial,

lo que representa ingresos superiores a los 8000 millo-
nes de dolares (2).

En Cuba, las investigaciones para la introduccién
de gusanos de seda comenzaron hace aproximada-
mente 10 afos; sin embargo, no fue hasta el afio 2011
cuando se dio inicio a su propagacioén masiva. El gu-
sano de seda es afectado por multiples tipos de
patdgenos, como son bacterias, protozoos, hongos y



virus que causan enfermedades conocidas como
flacheria, grasseeria, muscardina y pebrina. Sin em-
bargo, la flacheria posee gran importancia, pues provo-
ca pérdidas en las crias de hasta 70 % (3). Por tanto,
la identificacidn y caracterizacion de nuevas especies
patdégenas es de sumo interés para la toma de medi-
das de control y saneamiento (4).

Los principales sintomas de la enfermedad estan
asociados a la pérdida de apetito en los individuos en-
fermos, la piel y el cuerpo se tornan flaccidos, y las
larvas no tardan en morir, después de lo cual se enne-
grecen, la piel se rompe y dejan escapar un liquido
oscuro de olor desagradable (3).

Las bacterias poseen una funcién activa en el de-
sarrollo de la enfermedad, ya que pueden actuar como
patdégenos individuales o en combinacion con algun
virus. Por tal razén son consideradas como causa pro-
bable de enfermedades epizodticas, asi la flacheria
microbiana puede ser originada por un patdégeno
bacteriano o viral (5). La flacheria bacteriana se clasifi-
ca en tres grupos denominados septicemia, toxicosis
bacteriana y enfermedades entéricas bacterianas (6).

En zonas de cria del gusano de seda en Cuba se
observaron individuos con diferentes sintomatologias y
comportamientos similares a los descritos para la pre-
sencia de patdgenos. El presente trabajo tuvo como
objetivo identificar los patégenos bacterianos asocia-
dos a la sintomatologia observada en las crias de gu-
sano de seda.

Los muestreos se realizaron en areas de produc-
cion en la Habana, durante los meses de septiembre
de 2012 a febrero de 2013. Se colectaron de 10 a 14
larvas de gusano de seda B. mori por cada una de las
naves de produccién que presentaron sintomas como:
exudacion, cambio de coloraciéon a amarillo brillante,
segmentos hinchados, necréticos, vomitos, excreta de
heces fecales liquidas y semisolidas. Las larvas se
trasladaron al Departamento de Fitopatologia del Cen-
tro Nacional de Sanidad Agropecuaria (CENSA). Es-
tas larvas, de diferentes edades y fechas de crianza,
se alimentaron desde su eclosion con hojas de morera
(Morus alba L.).

Las larvas se desinfestaron mediante inmersion en
etanol (95%-10s), posteriormente en hipoclorito de
sodio (5% - 1 min), y por ultimo se lavaron de 4 a 5
veces con agua destilada (7). Se tomé una muestra
del tracto digestivo, que se macerd y colocé en un
tubo eppendorf con 200 pl de solucién salina estéril
(0,85%). A partir de la muestra, se prepararon dilucio-
nes seriadas hasta 107, que se sembraron en medio
Columbia Agar Base (BIOCEN) suplementado con san-
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gre de carnero (5%) y medio Agar MacConkey
(BIOCEN), respectivamente. Las placas se sellaron con
parafilm e incubaron a 37°C durante 24 horas.

Los aislamientos se incubaron en placas Petri con
Agar Nutriente (37°C-24 h), en este periodo se obser-
varon las caracteristicas de las colonias como color,
olor, transparencia, humedad, forma y tipo de borde.
La morfologia celular se determiné mediante tincién de
Gram (8), se realizaron las pruebas de catalasa y
oxidasa (9), asi como crecimiento en medio Agar
MacConkey (BIOCEN). El resto de los analisis
bioquimicos y fisioldgicos se llevaron a cabo siguiendo
los procedimientos descritos en el Manual Bergey de
Bacteriologia Sistematica (10). Los resultados permi-
tieron identificar el género bacteriano de los aislados,
mediante la comparacion con otras bacterias descri-
tas en la literatura.

En el 85% de las muestras colectadas se obtuvie-
ron aislamientos bacterianos, y de esta cifra se consi-
deraron de mayor importancia, debido a la pureza y
abundancia de su crecimiento, el 35% de los mismos.
Los aislados SUR-6 y Oct/Y produjeron colonias de
color blanco, bordes regulares y mucosas, mientras
que el aislado DiP/2012 produjo colonias de color rojo
en agar nutriente. Las cepas aisladas comparten ca-
racteristicas morfoldgicas y culturales con los géne-
ros Enterobacter spp. (SUR-6), Serratia spp. (DiP/2012)
y Acinetobacter spp. (Oct/Y) (Tabla 1).

Los resultados demostraron que el aislado SUR -6
es una bacteria anaerobia facultativa, ya que puede
utilizar y producir acidos mediante la fermentacion de
azucares, tales como: amigdalina, arabinosa, gluco-
sa, melobiosa, manitol, sacarosa, sorbitol y ramnosa.
Ademas, las pruebas de la beta-galactosidasa (ONPG),
arginina deshidrolasa, ornitina descarboxilasa, produc-
cion de acetoina (Voges-Proskauer) y de utilizacion
del citrato como fuente de carbono fueron positivas. La
bacteria fue incapaz de fermentar el carbohidrato
inositol, y fueron negativas también las pruebas de la
lisina descarboxilasa, produccion de H,S, ureasa,
tript6fano desaminasa, produccion de indol y gelatina
de Kohn. Con estos resultados se logré identificar este
microorganismo como Enterobacter cloacae (Tabla 2).

El aislamiento DiP/2012 representd una bacteria
anaerobia facultativa, que puede utilizar y producir acidos
mediante la fermentacion de la mayoria de los azlcares
empleados, excepto melodiosa, arabinosa y ramnosa.
Fueron positivas las pruebas de la beta-galactosidasa
(ONPG), lisina descarboxilasa, ornitina descarboxilasa,
gelatina de Kohn, ureasa y de utilizacion del citrato como
fuente de carbono. Por otro lado, fueron negativas las
pruebas de la arginina deshidrolasa, produccion de H,S,
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TABLA 1. Principales caracteristicas morfoldgicas de los aislados obtenidos./ Principal morphological characteristics
of the isolates. ": No realizada/ Not carried out.

Caracteristicas Aislados
SUR -6 DiP/2012 Oct/Y
Tincion de Gram (-) (-) (-)
Morfologia Bacilos rectos Bacilos rectos Cocobacilos
Motilidad (+) ) (+)
Flagelos () (6] ()

TABLA 2. Resultados de la pruebas bioquimicas y fisiologicas realizadas a los aislados SUR - 6, DiP/2012 y Oct/Y/
Results of the biochemical and physiological tests of SUR - 6, DiP/2012 and Oct/Y isolates.

Pruebas Bioquimicas

Aislados

DiP/2012

Oct/Y

Orto-nitro-fenil B-Dgalactopiranisido ) (G )
Arginina deshidrolasa (68 ) ©)

Lisina descarboxilasa () (D) )

Ornitina descarboxilasa (Ga) (@) )
Utilizacion del citrato (+) (&) )
Tiosulfato sodico, produccion de H,S ) ) )
Ureasa ) (@) )

Triptofano desaminasa Q) ) ©)
Triptofano, produccidn de Indol Q) ) )
Produccion de acetoina (Voges-Proskauer) (D) ) )
Gelatina de Kohn ) (D) (@)
Fermentacioén/Oxidacion de glucosa () (D) )
Fermentacion/Oxidacion de manitol ) () )
Fermentacion/Oxidacion de inositol () () @)
Fermentacion/Oxidacion de sorbitol () () )
Fermentacién/Oxidacién de ramnosa ) @) )
Fermentacion/Oxidacion de sacarosa () () )
Fermentacion/Oxidacién de melobiosa () @) )
Fermentacién/Oxidacioén de amigdalina (+) (@D) )
Fermentacion/Oxidacion de arabinosa (6] @) (&)
Citocromo Oxidasa () (@D) )

Nitrato de potasio, producciéon de NO, (+) (GD) )
Nitrato de potasio, reduccion a gas N, () @) )
Catalasa () (@) (&)

Oxidasa () ) )

Anaerobio facultativo (G2 (@) )

produccién de acetoina (Voges-Proskauer), triptéfano
desaminasa, produccion de indol y gelatina de Kohn. Por
tanto, con estos resultados se logré identificar este mi-
croorganismo como Serratia marcescens.

El aislado Oct/Y, es una bacteria aerobia, debido a
su incapacidad de utilizar y producir acidos mediante
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la fermentacién de los azucares, a excepcion de los
carbohidratos glucosa, melobiosa y arabinosa, los cua-
les son empleados por la misma como fuente de car-
bono; el resto de las pruebas realizadas, a excepcion
de la gelatina de Kohn, fueron negativas, lo que permi-
tio identificarlo como Acinetobacter baumanii.



Los resultados de las pruebas morfolédgicas,
bioquimicas y fisiolégicas basicas posibilitaron identi-
ficar los aislados como Enterobacter cloacae (SUR -
6), Serratia marcescens (DiP/2012) y Acinetobacter
baumanii (Oct/Y), los cuales fueron informados en la
literatura como patdgenos de insectos (2, 11, 12, 13).

Actualmente se conocen una gran variedad de gé-
neros bacterianos patégenos de B. mori, entre estos
se destacan especies pertenecientes a los géneros
Bacillus, Enterobacter, Serratia, Aeromonas,
Streptococcus, Pseudomonas y Staphylococcus (12).
En el caso de la septicemia, es causada comunmente
por Bacillus spp, Enterobacter spp., Serratia
marceescens Bizio y Aeromonas spp., aunque se in-
formé que la virulencia de estas bacterias difiere, por lo
que los sintomas y el curso de la enfermedad no son
uniformes (11).

Los resultados preliminares obtenidos en este tra-
bajo permitieron establecer programas para la preven-
cion y control de estos patdgenos, a fin de evitar el
incremento de las pérdidas en las producciones de la
crianza afectada. Ademas, son la base para estudios
futuros que permitiran conocer y profundizar en la
patogenicidad de estas entidades bacterianas y sus
efectos sinérgicos con otros patégenos, como el virus
de la poliedrosis nuclear en B. mori (BmNPV).
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