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RESUMEN: La Loque Americana es una enfermedad causada por la bacteria Gram positiva 
Paenibacillus larvae que ataca a las larvas y pupas de las abejas melíferas. El objetivo del 
presente trabajo fue determinar la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM), la Concentración 
Bactericida Mínima (CBM), la relación CBM/CIM y calcular las curvas de muerte para los 
antibióticos tilosina, tilmicosina, lincomicina y clorhidrato de oxitetraciclina frente a 6 cepas 
de P. larvae. Los resultados obtenidos de la relación CBM/CIM demostraron que las cepas 
presentaron un comportamiento variable según el antibiótico probado, con excepción de la 
cepa ATCC 9535 que resultó susceptible por CIM, con efecto bacteriostático por CBM y tole-
rante por CBM/CIM frente a todos los antibióticos. En términos generales oxitetraciclina y 
tilosina presentaron un mayor efecto bactericida y tilmicosina y lincomicina un mayor efecto 
bacteriostático. No obstante, la tilosina presentó la mejor actividad in vitro para el control 
de Paenibacillus larvae, dado por los menores valores de CIM, CBM, relación CBM/CIM y el 
mejor efecto bactericida observado en las curvas de muerte.

PALABRAS CLAVES: Antibióticos, Concentración Bactericida Minima, Curvas de Muertes, 
Paenibacillus larvae

IIn vitro susceptibility of Paenibacillus larvae against 
oxytetracycline, tylosin, tilmicosin and lincomycin

ABSTRACT: American foulbrood caused by the Gram positive spore-forming bacterium 
Paenibacillus larvae is one of the most virulent diseases affecting the larval and pupal stages 
of honey bees. The aim of this study was to determine the Minimal inhibitory concentration 
(MIC), the minimal bactericidal concentration (MBC), the relationships between MBC / MIC 
and killing curves of the antibiotics tylosin, tilmicosin, lincomycin and oxytetracycline to 6 
P. larvae strains. Results obtained from MBC/MIC showed variable results according to the 
strain tested with the exception to ATCC 9535 that was susceptible by MIC, bacteriostatic 
by MBC and presented tolerant effect by MBC/MIC to all the antibiotics. In general terms, 
OTC and tylosin showed a bactericidal effect while tilmicosin and lincomicin resulted in a 
bacteriostatic effect. Nevertheless, tylosin showed the best in vitro activity for the inhibition 
of P. larvae according to their MIC, MBC and MBC/MIC values.  

KEY WORDS: Antibiotics, Minimal Bactericide Concentration, Killing Curves, Paenibacil-
lus larvae
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INTRODUCCIÓN
La Loque Americana (LA) es una enferme-

dad que ataca a las larvas y pupas de las abejas 
melíferas (Apis mellifera L.) ocasionando la muer-
te larval por una septicemia irreversible (1, 2). Su 
agente etiológico es Paenibacillus larvae (3), una 
bacteria Gram positiva con capacidad de formar 
esporas que permanecen infectivas y viables por 
largos períodos (más de 35 años) y sobreviven 
frente a condiciones adversas (4). La LA ocasiona 
importantes pérdidas económicas en la industria 
apícola de todo el mundo y, desde su introducción 
en Argentina en el año 1989, se ha diseminado 
en todas las áreas productoras del país (6). 

Durante décadas, el antibiótico de elección 
para el control de esta enfermedad ha sido el 
clorhidrato de oxitetraciclina lo que generó la 
aparición de cepas resistentes en Argentina, EUA 
y Canadá (6, 7, 9), por lo cual resulta necesario el 
estudio de fármacos alternativos para el control 
de esta enfermedad. Numerosos antimicrobianos 
han sido estudiados por pruebas clásicas in vitro 
(8) y algunos de ellos como la tilosina, tilmicosina 
y lincomicina (10, 11, 12) también han demostra-
do su efectividad para el control de la enfermedad 
a campo. Sin embargo, poco se conoce sobre su 
comportamiento frente a las diversas pruebas 
in vitro que se emplean para determinar pau-
tas terapéuticas contra la enfermedad, habida 
cuenta que la correcta estimación de la potencia 
bactericida es un parámetro fundamental para 
la seguridad y el correcto uso de los antimicro-
bianos (13). 

Por esta razón, los objetivos del presente 
trabajo fueron determinar la Concentración In-
hibitoria Mínima (CIM), la Concentración Bacte-
ricida Mínima (CBM), la relación CBM/CIM y las 
Curvas de Muerte bacteriana, para los antibióti-
cos tilosina, tilmicosina, lincomicina y clorhidrato 
de oxitetraciclina frente a 6 cepas de P. larvae con 
diferentes perfiles de sensibilidad a tetraciclina de 
acuerdo con lo determinado por estudios previos 
mediante CIM y difusión en disco (7).

MATERIALES Y MÉTODOS
Antibióticos 

Los antibióticos usados fueron: tilosina 
(SIGMA®), lincomicina (SIGMA®), clorhidrato de 
oxitetraciclina (SIGMA®) y tilmicosina (Micotil®, 
ELANCO). 

Cepas bacterianas
Se seleccionaron 6 cepas de P. larvae que 

presentaron diferentes patrones de sensibilidad 
frente a tetraciclina de acuerdo con los resulta-
dos obtenidos en estudios previos (7). Las cepas 
elegidas y sus correspondientes valores de CIM 
(en µg/ml) fueron PL15 = 0,25; ATCC 9545 = 
0,125 (susceptibles); PL3= 8 (intermedia) y PL42= 
16, PL295 = 64 y PL373= 128 (resistentes). Las 

cepas PL 3 y PL 15 fueron aisladas de larvas con 
signos clínicos de LA provenientes de Argentina, 
la PL 42 de larvas infectadas provenientes de 
Italia, las PL 295 y PL 373 de mieles comerciales 
provenientes de E.U.A. (7) y, la ATCC 9545 de la 
American Type Culture Collection. 

Concentración inhibitoria mínima 
(CIM)

Se definió la CIM como la menor concentra-
ción de antibiótico que previno el desarrollo visi-
ble de P. larvae en un test de susceptibilidad en 
agar (14). Los valores de CIM de los antibióticos 
tilosina, tilmicosina, clorhidrato de oxitetraciclina 
y lincomicina se obtuvieron de acuerdo con las 
metodologías previamente propuestas por Alippi 
y col (7, 10) pero empleando MYPGP caldo como 
medio base.

Concentración Bactericida Mínima 
(CBM) 

La CBM, reconocida como la prueba es-
tándar cuantitativa para indicar la potencia 
bactericida (14, 15) permite estimar la actividad 
antimicrobiana del compuesto y su interacción 
en el tiempo (16). La CBM se definió como la 
concentración mínima de antibiótico que elimina 
el 99,9 % de las bacterias viables. Se efectuó des-
pués de realizar la CIM, donde se subcultivaron 
en MYPGP caldo 100 µl de todos los pocillos que 
no presentaron turbidez así como el último con 
crecimiento, se dejó reposar 15 minutos para evi-
tar el efecto de “carry over” y luego se rastrilló con 
espátula de Drigalsky estéril sobre una placa con 
MYPGP agar. En todos los ensayos se realizaron 
controles de esterilidad y controles de inóculo 
(18). La última placa que presentó crecimiento 
menor o igual al 0,01 % con respecto al inóculo 
inicial se consideró como CBM. 

Cálculo de la relación CBM/MIC
Con el objeto de determinar el efecto anti-

bacteriano de los antibióticos se calculó el valor 
de la relación CBM/CIM y se comparó con valores 
standard (16). Se consideró efecto bactericida 
cuando el valor de CBM/CIM fue ≤2, efecto bac-
teriostático cuando el valor de CBM/CIM resultó 
≥4 y <32 y efecto tolerancia cuando el valor CBM/
CIM fue ≥32. 

Curvas de muerte
Las curvas de muerte proveen una figura 

dinámica de la acción antimicrobiana en función 
del tiempo. Se determinan a través de la exposi-
ción de cultivos de microorganismos a diferentes 
concentraciones de antibióticos, tomando mues-
tras a diferentes tiempos durante un período de 
24 horas y determinando la cantidad de bacterias 
viables en cada muestra (16).

Se realizaron suspensiones bacterianas de 
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efecto tolerante en las cepas ATCC 9545 y PL373. 
Tilosina presentó efecto bactericida para las 
cepas PL15, PL42, PL295, efecto bacteriostático 
para la cepa PL3 y PL373, y efecto tolerante para 
la cepa ATCC 9545, mientras que con tilmicosina 
hubo un efecto bactericida para las cepas PL3 y 
PL15, efecto bacteriostático para las cepas PL42 
y PL295 y efecto tolerante en las cepas PL373 y 
ATCC 9545. 

Los resultados de las curvas de muerte 
bacteriana se graficaron en la Figura 1. El ANOVA 
mostró que cuatro de las seis cepas en estudio 
(PL3, ATCC 9545, PL295 y PL373) presenta-
ron diferencias estadísticamente significativas 
(p<0,05) entre los antibióticos y el posterior test 
de medias separó a la tilosina del resto de los 
tratamientos. 

DISCUSIÓN
Las cepas de P. larvae estudiadas en 

nuestro ensayo fueron sensibles para tilosina, 
tilmicosina y lincomicina, observándose valores 
de CIM más bajos para tilosina. Estos resultados 
coinciden con datos previos obtenidos por otros 
autores (6, 7, 8, 10, 11) dónde se observaron 
valores de CIM muy bajos para tilosina, tilmico-
sina y lincomicina en las poblaciones de P. larvae 
analizadas (19). 

Para antimicrobianos bactericidas la CBM 
coincide con la CIM o difiere en 1 o 2 diluciones 
por encima de la CIM, mientras que para los bac-
teriostáticos la CBM está muy alejada del valor de 
la CIM. La relación CBM/CIM es un parámetro 
que permite conocer si un antibiótico tiene efecto 
bactericida, bacterioestático o de tolerancia frente 
a un microorganismo dado. El efecto tolerante 
ocurre cuando un microorganismo evade la 
acción bactericida del antibiótico, sin presentar 
cambios en el valor de la CIM. Existen dos tipos 
de tolerancia, fenotípica y genotípica (16). 

Los resultados obtenidos de la relación 
CBM/CIM demostraron que las cepas presenta-
ron diferente comportamiento según el antibiótico 
probado. Con excepción de la cepa ATCC que 
resultó susceptible por CIM, con efecto bacterios-

cultivos de 48 h de cada una de las cepas de P. 
larvae incorporándose a una concentración final 
del orden de 107 UFC/ml (14) a tubos con 4 ml de 
MYPGP con una concentración predeterminada 
de antibiótico. La concentración de antibiótico 
de cada tubo fue el valor del punto de corte que 
separa cepas susceptibles de resistentes (CIM) X 
4 (16) Los valores de puntos de corte para cada 
antibiótico se obtuvieron de estudios previos (7, 
8, 10, 11, 12). Por ejemplo si el valor del punto 
de corte para tilosina fue de 8 µg/ml, la con-
centración para tilosina será de 8 X 4= 32 µg/
ml de tilmicosina final por tubo. Entonces las 
concentraciones finales de antibiótico evaluadas 
fueron de: tubo a: 32 µg/ml de tilosina, tubo b): 
32 µg/ml de tilmicosina, tubo c: 32 µg/ml de 
lincomicina, tubo d: 16µg/ml de clorhidrato de 
oxitetraciclina y tubo e: control sin antibiótico, 
respectivamente. 

A las 0, 4, 8 y 24 horas de iniciado el en-
sayo, se extrajo de cada tubo un volumen de 
100 µl y se diluyó en PBS. Finalmente, 100 µl de 
las diluciones (10-2, 10-3 y 10-4) se depositaron 
en un costado de las placas con MYPGP, dejando 
en reposo durante 15 minutos y para luego se la 
rastrillar con espátula de Drigalsky estéril para 
disminuir el efecto de “carry over”. Después de 
una incubación de 24 horas en aerobiosis se 
procedió al recuento de microorganismos viables. 
Para el estudio de las curvas de muerte se realizó 
un ANOVA, entre las diferentes cepas para cada 
uno de los cuatro antibióticos estudiados, con 
un valor significativo de p<0,05.
	
RESULTADOS

Los valores de CIM y CBM y la relación 
CBM/CIM para todos los antibióticos estudiados 
se detallan en la Tabla 1.

Para el caso de clorhidrato de oxitetraci-
clina, la relación CBM/CIM mostró un efecto 
bactericida sobre las cepas PL15, PL42, PL295 y 
PL373, efecto bacteriostático sobre la cepa PL3 
y efecto tolerante para la cepa ATCC 9545. En el 
caso de lincomicina se observó efecto bacterios-
tático para las cepas PL3, PL15, PL42 y PL295 y 

Tabla 1: Valores de CIM ,CBM y CBM/CIM de clorhidrato de oxitetraciclina, tilosina, tilmicosina y 
lincomicina a cepas de P. larvae (n=6).
Table 1: MIC, MBC, and CBM/MIC values for  chlortetracycline, tylosin, tilmicosin and lincomycin against P. larvae (n=6).

 clorhidrato de oxitetraciclina 
(µg/ml) 

tilosina 
(µg/ml) 

tilmicosina 
(µg/ml) 

lincomicina 
(µg/ml) 

cepas cim cbm cbm/cim cim cbm cbm/cim cim cbm cbm/cim cim cbm cbm/cim 

Pl 3 4 64 16 0,0625 0,25 4 0,5 1 2 0,5 4 8 

Pl 15 0,25 0,5 2 0,0625 0,0625 1 0,25 0,5 2 0,5 4 8 

Pl 42 16 32 2 0,125 0,125 1 0,0625 0,25 4 0,25 4 16 

atcc 9545 0,125 128 1024 0,125 4 32 0,125 4 32 0,125 16 128 

Pl 295 64 128 2 0,125 0,125 1 0,0625 0,5 8 1 8 8 

Pl 373 128 256 2 0,125 2 16 0,0625 2 32 0,5 16 32 

 1 



F. Reynaldi y col.

28 Analecta Vet 2010; 30 (1): 25-29 Impresa ISSN 0365514-8 Electrónica ISSN 1514-2590 

 1 

Lo
g 1

0 U
FC

/m
l 

Cepa PL3  
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

0 4 8 24 

CONTROL 
TILMICOSINA 
TILOSINA 
LINCOMICINA 
OXITETRACICLINA 

p=0,02 

 1 

Lo
g 1

0 U
FC

/m
l 

Cepa PL15   
0 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0 4 8 24 

CONTROL 
TILMICOSINA 
TILOSINA 
LINCOMICINA 
OXITETRACICLINA 

p=0,35 

 1 

Lo
g 1

0 U
FC

/m
l 

Cepa PL42   
0 
1 
2 
3 
4 
5 
6 

0 4 8 24 

CONTROL 
TILMICOSINA 
TILOSINA 
LINCOMICINA 
OXITETRACICLINA 

p=0,03 

Tiempo (h) 

 1 

Cepa ATCC 9545 
0 

1 

2 
3 

4 

5 

6 

0 4 8 24 

CONTROL 
TILMICOSINA 
TILOSINA 
LINCOMICINA 
OXITETRACICLINA 

p=0,003 

 1 

Cepa PL295  
0 

1 

2 

3 

4 
5 

6 

0 4 8 24 

CONTROL 
TILMICOSINA 
TILOSINA 
LINCOMICINA 
OXITETRACICLINA 

p=0,075 

 1 

Cepa PL373  
0 
1 
2 

3 

4 
5 

6 

0 4 8 24 Tiempo (h) 

CONTROL 
TILMICOSINA 
TILOSINA 
LINCOMICINA 
OXITETRACICLINA 

p=0,04 

Figura 1: Curvas de muerte bacterianas de 6 cepas de P. larvae para los antibióticos tilosina, tilmi-
cosina, lincomicina y clorhidrato de oxitetraciclina comparadas con un control sin antibiótico. 
Figure 1: Killing curves corresponding to 6 strains of P. larvae against tylosin, tilmicosin, lincomycin and chlortetracycline 
in comparison with a control without antibiotic.

tático por CBM y tolerante por CBM/CIM frente a 
todos los antibióticos, el resto presentó un com-
portamiento variable. En términos generales la 
tilosina presentaró un mayor efecto bactericida 
en tanto que la lincomicina presentó efecto bac-
teriostático en todas las cepas probadas.

El análisis de las curvas de muerte indica-
ría que la tilosina tiene un mayor efecto bacteri-
cida que el resto de los antibióticos sobre todas 
las cepas con excepción de la PL 15 y la PL 42, 
mientras que para OTC, lincomicina y tilmicosi-
na no hubo diferencias con respecto al inóculo 
inicial para ninguna de las cepas probadas que 
resultaron tolerantes o indiferentes. 

Los resultados obtenidos con respecto a 
los valores de CIM fueron coincidentes a los en-
contrados por otros autores para los antibióticos 
en estudio (6, 7, 8, 10, 11, 19). No existen datos 
previos sobre valores de CBM ni curvas de muerte 
en P. larvae por lo que sería interesante ampliar 
estas determinaciones sobre un mayor número 
de cepas bacterianas correlacionando los resulta-
dos con características fenotípicas o genotípicas 
diferenciales. Por otro lado, el efecto de tolerancia 
en contraposición con los bajos valores de CIM 

obtenidos en la cepa ATCC 9545 para los 4 anti-
bióticos ensayados abre la posibilidad al estudio 
de nuevos factores que podrían relacionarse 
con un posible cambio en la sensibilidad según 
la cepa de P. larvae que podría correlacionarse 
con diferentes tiempos de esporulación u otros 
factores intrínsecos que le permitirían a ciertas 
cepas evadir la acción del antibiótico. 

La tilosina fue el antibiótico que presentó 
la mayor actividad in vitro para el control de Pae-
nibacillus larvae, dado por los menores valores 
de CIM, CBM, relación CBM/CIM y mejor efecto 
bactericida en curvas de muerte.
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