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RESUMEN
La resistencia bacteriana es la pérdida de la sensibilidad de una bacteria a un
antibidtico al que originalmente era susceptible. Hoy en dia las bacterias
causantes de enfermedades infecciosas, como Staphylococcus aureus y
Enterococcus spp., presentan multiresistencia. Lo cual limita el numero de
farmacos disponible para el tratamiento de las enfermedades producidas por
estos microorganismos, ocasionando indices elevados de morbimortalidad.
Esto ha generado la busqueda de nuevas sustancias alternativas, como los
propdleos. Los propdleos son sustancias de origen natural que las abejas
elaboran de las secreciones de metabolitos secundario, provenientes de las
hojas y brotes de diversas plantas. Lo utilizan en la construccion y reparacion
de la colmena. A esta sustancia se le atribuye un amplio espectro de
actividades bioldgicas entre ellas incluida la actividad antibacteriana. En el
presente estudio se evalud la actividad antibacteriana del propdleos de la
region El Arenoso, Sonora. Se prepardo un extracto metandlico (EM) y
fracciones de este con: hexano (FH), cloroformo (FC) y metanol (FMR), los
cuales se sometieron a la evaluacion frente a cepas de S. aureus y E. faecalis,
aisladas de procesos infecciosos mediante el método de microdilucién en
caldo. Los resultados obtenidos muestran que El EM y la FC presentan mayor
actividad antibacteriana, inhibiendo el desarrollo de S. aureus 157 con una
CMlgy de 200mg/L y S. aureus ATCCG6538P se vio inhibida a una CMlgy de
200mg/L y 400mg/L de la FC y el EM, respectivamente. Mientras que ninguna
de las fracciones ni el EM mostraron actividad antibacteriana significativa para

las cepas de E. faecalis 132 y E. faecalis 531.

vii



1. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es la pérdida de la sensibilidad de una bacteria
a un antibiético al que originalmente era susceptible, adquiriendo asi la
capacidad de soportar los efectos de dicho farmaco, el cual esta destinado a
eliminar o controlar al microorganismo. Una bacteria se considera resistente a
un determinado antibiético cuando la concentracion maxima de dicha
sustancia, que se puede alcanzar en el lugar de la infeccidon no es suficiente
para afectarle. Es decir que la concentracion del antibidtico en el punto de
infeccidn es inferior a la concentracién minima inhibitoria (CMI) necesaria para
eliminar el germen, y debido a efectos secundarios téxicos no es posible o

aconsejable elevar la dosis (Davidsohn y Bernard, 1998).

La CMI es la minima cantidad de antimicrobiano capaz de inhibir el crecimiento
de un microorganismo. La resistencia bacteriana surgié desde el inicio mismo
de la era antibidtica. Poco después de iniciado el uso de la penicilina (1928), a
partir de los afos cuarenta comenzé la produccion en masa de los antibiéticos
y se puso de manifiesto que las bacterias eran capaces de desarrollar
mecanismos de resistencia. En los afnos cincuenta ya se conocian cepas de S.
aureus resistentes a la penicilina. En los afos setenta se hicieron resistentes a
meticilina (Daza, 1998). Otro ejemplo son los neumococos que en los afos
cuarenta se inhibia el crecimiento de este microorganismo a concentraciones
de 0,008mg/L de penicilina, y 50 afios después mas de la mitad de los aislados

de neumococos requieren de concentraciones de 0,1 a 1mg/L, estamos



hablando de duplicar la dosis 12,5 a 125 veces para conseguir el mismo efecto

que en un principio (Gérvas, 2000).

Los factores que favorecen la aparicién y diseminacion de la resistencia a los
antibioticos es el resultado de la evolucién natural, el cual es un proceso donde
los microorganismos mutan y adquieren una caracteristica que les permite
sobrevivir a las condiciones de un medio. Al reproducirse pasan este rasgo a su
descendencia, la cual sera una generacién totalmente resistente. Otro factor es
el incremento del consumo de antibidticos de alto espectro, que ha dado como
resultado el aumento de la velocidad de aparicién de la resistencia no solo a
uno sino a mas de un farmaco, dando como consecuencia cepas bacterianas
multiresistentes (Mestanza y Pamo, 1992). El diagnostico errébneo de una
enfermedad también contribuye a la resistencia; cuando el personal de salud
diagnostica al paciente sin antes realizar estudios de identificacion vy
sensibilidad bacteriana. También el uso incorrecto de antibidticos por parte de
los pacientes, al suspender el medicamento ante una mejora, da la oportunidad
a las bacterias que no fueron eliminadas de adaptarse y generar resistencia. El
uso de los antibiéticos como aditivos para el engorde del ganado, conlleva al
aumento de las bacterias resistentes en estos animales, los cuales son
sacrificados para el consumo humano. Los productos obtenidos de estos como
la carne al no ser cocinados lo suficiente abren la posibilidad de adquirir estas

cepas (Holmberg, Wells y col., 1984; Bogaard y Stobberingh, 1996).

En la actualidad las bacterias causantes de enfermedades infecciosas, como S.

aureus y Enterococcus spp., presentan resistencia antibidtica. Estos



microorganismos son responsables de producir lesiones superficiales en la piel,
bacteriemias, osteomielitis, neumonias, endocarditis, infecciones del sistema
nervioso central y del tracto urinario (Velazquez, 2005). Son un problema de
salud publica, causantes de indices elevados de morbimortalidad vy
responsables del aumento en los costos de atencién a la salud. Las bacterias
del género Enterococcus spp., cuya mortalidad se estima entre el 7,5% vy el
37% (Das y Gray 1998; Lautenbach, Bilker y col., 1999), presentan resistencia
a diversos antibidticos clinicamente importantes, tales como [-lactamicos,
aminoglucdsidos, lincosamidas y glucopéptidos. Mientras que a S. aureus se le
atribuye un rango de mortalidad del 5% a 70% presentando resistencia a
meticilina, otros B-lactamicos, macrdlidos, tetraciclinas, aminoglucésidos,
lincosamidas y glucopéptidos (Velazquez, Vigueras y col., 2009). La variacion
que se presenta entre los rangos de mortalidad, es atribuida a la existencia de

las cepas sensibles y las resistentes.

El aumento de las bacterias multiresistentes limitan el numero de farmacos
disponibles para el tratamiento de las enfermedades, produciendo indices
elevados de mortalidad. Otro aspecto negativo es la aparicion de efectos
secundarios de los antibiéticos como trastornos de la piel (erupciones
cutaneas), gastrointestinales (diarrea y vomito), de la sangre (trombocitopenia,
neutropenia y anemia) y del sistema nervioso central (cefalea), ademas de
destruir la flora normal bacteriana (Cunha, 2001). Estos acontecimientos han
llevado a los cientificos a investigar nuevas sustancias naturales alternativas,

preventivas y terapéuticas a partir de fuentes botanicas, como las plantas.



Las plantas sintetizan mas de 100,000 metabolitos secundarios. Un metabolito
secundario es un compuestos quimicos que no cumple funciones esenciales en
el crecimiento y desarrollo de la planta, pero se encargan de ciertas funciones
ecoldgicas como defender a la planta de la ingesta por herbivoros y protegerla
de la infeccidén de patdégenos microbianos. También participan en la atraccién
de los insectos polinizadores y dispersores de semillas. Entre los metabolitos
secundarios se encuentran los terpenos y flavonoides. Estos son generados y
secretados en la superficie de las hojas y brotes, de todas las plantas
terrestres, donde las abejas de la especie Apis mellifera los recolectan para

formar lo que se conoce como propoleos (Domingo y Lopez, 2003).

Los propdleos son un conjunto de sustancias resinosas, gomosas y balsamicas
de consistencia viscosa, de color variable que va de un amarillo claro a un
marron oscuro. Las abejas los producen a partir de la mezcla de ceras,
secreciones salivales y de las secreciones de las plantas, que son recolectados
de hojas de diversas plantas, como el alamo, abedul, sauce, pino, roble, abeto,
entre otras (Angulo, 2005). Se utilizan en el mantenimiento de la colmena para
reparar grietas, fortalecer y unir celdas, ademas de proporcionar un ambiente
aséptico, ya que impide la proliferaciéon de microorganismo. También se emplea
en la reduccion de la piquera (entrada de la colmena) que ayuda a
disminuyendo el acceso del viento, frio e impedir el pase de intrusos (Palomino,

Martinez y col., 2010).

Los propdleos, se han utilizado desde tiempos remotos, en el antiguo Egipto

eran los principales integrantes de cremas para el embalsamiento. En Grecia



Aristoteles e Hipocrates los prescribieron en el tratamiento de ulceraciones en
la piel, abscesos y heridas. Los Incas lo utilizaban cuando se presentaba un
cuadro de infecciones febriles. Durante la Edad Media, se utilizaban en
unglientos como antisépticos, cicatrizantes de heridas y en solucién para la

desinfeccién bucal (Philippe, 1990).

La constitucion quimica de los propdleos es compleja, debido a que varia en
cuanto a sus compuestos, esto debido al lugar de procedencia, la vegetacion,
la estacion del ano y el clima de la region de recoleccién. Se han encontrado
mas de 300 compuestos diferentes entre los propdoleos. En general estan
constituidos por resinas, balsamos, ceras, aceites esenciales, polen, sustancias
organicas y minerales (Ferré, Frasquet y col., 2004). Esta composicion tan
heterogénea es la responsable de su multiple actividad biolégica. A los
flavonoides, tales como la pinocembrina, galangina, pinobanskina y al éster
fenetilico del acido cafeico (CAPE), se le atribuyen las propiedades

antibacterianas (Pefia, 2008).

Se han evaluado propdleos de diferentes regiones frente a bacterias Gram
positivas como S. aureus, Streptococcus pyogenes, Listeria monocytogenes, y
Gram negativas entre ellas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Vibrio
cholerae no. O1, reportandose actividad antibacteriana con una prevalencia de
efectividad mayor sobre las bacterias Gram positivas (Orsi, Sforcin y col.,

2005).



En México estudios sobre la actividad antibacteriana de los propdleos hacia S.
aureus y Enterococcus spp., es muy escasa, sobre todo en el ambito
hospitalario como agentes causantes de infecciones. Si bien ya han quedado
demostradas las propiedades antibacterianas de estas sustancias en estudios
realizados en otros paises, cabe destacar que dichos estudios se han llevado a
cabo frente a cepas de coleccion las cuales difieren de las cepas de origen
clinico. En base a esto, en el presente estudio se pretende evaluar la actividad
antibacteriana del extracto metandlico del Propdleos de la regién El Arenoso y
sus fracciones (hexano, cloroformo, metanol) sobre S. aureus y E. faecalis.,

aislados de procesos infecciosos.



2. LITERATURA REVISADA

2.1. PROPOLEOS

La palabra propéleos se deriva del griego “pro”, que significa en defensa
de y “polis”, ciudad, que en conjunto hace referencia a la sustancia que recubre
la colmena de las abejas que cumple con funciones defensiva. Los propdleos
son productos naturales resinosos, gomosos y balsamicos, de consistencia
viscosa que las abejas obreras de la especie Apis mellifera recolectan a partir
de los exudados de las cortezas y diversos tejidos de ciertas plantas como el
alamo, abedul, abeto, castafio de indias, olmo, pino, sauce, roble y algunas

plantas herbaceas (Angulo, 2005).

La consistencia de esta resina es muy variable, depende de su origen y de la
temperatura. Hasta los 15°C es duro y se torna mas maleable a medida que
aumenta la temperatura. Su punto de fusion oscila entre 60 a 70°C, llegando en
algunos casos hasta 100°C. Su color también es variable, de amarillo claro a
marron oscuro, pasando por una gran cantidad de tonos castafio. Es soluble en
alcohol y en solventes tales como éter, acetona, benceno, tricloroetileno y otros

(Neacato, 2005).

Las abejas lo utilizan como un arma quimica en la proteccién de la colmena
contra microorganismo ya que impide su proliferacion, a pesar de que las
condiciones, como la temperatura (35°C), dentro de la colmena son las
adecuadas para la reproduccion de los microorganismos. Otro de sus usos

consiste en el mantenimiento de la colmena, empleandolo en la reparacion de



grietas o hendiduras de las paredes internas. También se usa en la reduccién
de la via de acceso de la piquera, disminuyendo asi la entrada de viento, el frio
y protege contra la invasién de intrusos. Asimismo se aplica en el aislamiento
de particulas o cuerpos extrafos dentro de la colmena para evitar su
descomposicion y mantener asi un ambiente aséptico (Palomino, Martinez y

col., 2010).

2.1.1. Recoleccion de los propdleos trabajados por las abejas

Las abejas recolectoras (pecoreadoras) extraen los propdleos de las
hojas o brotes de las plantas, valiéndose de sus mandibulas y con ayuda de su
primer par de patas. Las secreciones de las glandulas mandibulares de las
abejas como el acido 10-hidroxi-2-decenoico y el acido 9-oxo-2-decenoico
permiten el ablandamiento y la trituracion de los propodleos. Luego utilizando
una de las patas del segundo par, trasfieren los propdleos a la corbicula
(cestillas) de la pata posterio del mismo lado y viceversa. Esta operacién puede
durar de 15 minutos a 1 hora aproximadamente y la pueden realizar sobre la
superficie del brote o en pleno vuelo. La extraccion se realiza durante las horas
mas calientes del dia, por lo regular de 10:00 a las 15:30 horas, ya que a
temperaturas altas el propdleos se vuelve mas maleable, facilitando asi la

recoleccion (Yoong, 2004).

Cuando las abejas recolectoras llegan a la colmena con la carga, se dirige al
lugar donde éste se necesita y permanecen quietas. Mientras otras obreras
(propolizadoras) se les acercan para descargar los propdéleos, toman algunas

particulas de la sustancia, las colocan en el lugar deseado, las comprimen, les



agregan cera y secreciones salivales. A menudo las abejas recolectoras no
entran en la colmena y se procede a la descarga en la piquera, una vez que
quedan libres de sus cargas regresan inmediatamente en busca de mas
propéleos (Sofiysky, 2002). En la figura 1 se muestra a las abejas Apis

mellifera colectando y elaborando el propdleos.

2.1.2. Antecedentes historicos

Desde tiempos remotos, algunos milenios antes de Cristo, los propdleos
ya eran conocidos y empleados por diferentes culturas con diversas finalidades
terapéuticas. En el primer libro de medicina, titulado “Libro de preparaciéon de
medicamentos para todas las partes del cuerpo humano”, en el papiro de Ebers
(1700 a.C.), ya se mencionaba a los propoleos como medicamentos,
refiriéndose a ellos como ceras negras (Philippe, 1990). En el antiguo Egipto
los sacerdotes observaron en estas resinas la capacidad de evitar la
descomposicién, empleandolos para el embalsamiento de los faraones. En
Grecia Hipécrates y Aristételes prescribieron los propdéleos para el tratamiento
de ulceras en la piel y abscesos. En Roma se emplearon como antisépticos,
cicatrizantes y en soluciones para desinfeccion bucal. En el continente
Americano los incas los utilizaban cuando se presentaba un cuadro de
infecciones febriles. Durante los siglos XIV y XVIII en el continente europeo los
franceses los emplearon en el tratamiento de llagas. En el siglo XVII Stradivari
los utilizaba para barnizar sus instrumentos musicales, hay quien dice que las
propiedades de los propdleos tienen algo que ver con la prodigiosa sonoridad
de sus instrumentos. Su maximo empleo se dio durante el siglo XX con los

conflictos bélicos, en las guerras de Boers, se utilizO como sustancia



Figura 1. Abejas Apis mellifera colectando y elaborando el propoéleos

(Palomino, 2009).
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cicatrizante en el tratamiento de heridas infectadas y asi evitar la aparicién de

gangrena (Gonzalez y Bernal, 1997).

2.1.3. Procedencia de su composicion y origen botanico
La composiciéon quimica de los propdleos es muy compleja, varia de
acuerdo a la vegetacién, la estacion del ano y el clima de la region de
recoleccion. Ademas, se ha determinado que los componentes de los
propéleos se originan de tres fuentes: los exudados de las plantas que colectan
las abejas, las sustancias secretadas por el metabolismo de las abejas y los
materiales que se introducen durante la elaboracion de los propdleos

(Palomino, 2009).

A la fecha se han identificado mas de 300 constituyentes diferentes entre los
propéleos. En general la composicion quimica promedio de los propéleos esta
constituida por resinas y balsamos que contienen flavonoides y acidos fendlicos
o sus esteres (50%), contenidos muy variables de ceras (7,5-35%) que
afectaran a los correspondientes restantes componentes, aceites esenciales
(10%), polen (5%) e impurezas (4,4-19,5%). También presentan pequefas
cantidades de vitamina A y B, minerales como aluminio, plata, hierro, zinc y
potasio entre otros (Pefa, 2008). Ademas contienen pequefias cantidades de
terpenos, taninos, restos de secrecidén de las glandulas salivales de las abejas
y posibles contaminantes (Ferré, Frasquet y col., 2004). La cera, el polen y
detritos organicos son removidos cuando se preparan extractos alcohdlicos
(Burdock, 1998). En la tabla 1 se presenta la composicién quimica promedio de

los propodleos.
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Tabla 1. Composicion promedio de los propéleos.

Composicion

(%)

Compuestos, caracteristicas y

observaciones

Resinas y balsamos

Ceras

Aceites aromaticos y
esenciales

Polen

Sustancias organicas

y minerales

45-55
7,55-35

5-10

Flavonoides, acidos fendlicos y ésteres.
Mayoria cera de abeja, también de origen
vegetal.

Terpenoides volatiles.

Proteinas del polen y aminoacidos libres,
predominan arginina y prolina.

14 oligoelementos Fe y Zn son los mas
abundantes, otros: Al, Au, Ag, Cs, Hg, K,
Sb

Cetonas.

Lactonas.

Quinonas.

Esteroides.

Acido benzoico y ésteres.

Vitaminas: B1, B2, B3, B6. Pequefias
cantidades procedentes principalmente del
polen.

Azlcares.

(Krell, 1996).
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2.1.4. Propodleos de zonas templadas

Se ha demostrado en los propdleos de zonas templadas como Europa,
Norte América y Noroeste de Asia, que la principal fuente botanica de
exudados de los brotes proviene de especies de alamos (Populus spp.) junto
con sus hibridos, y abedules (Betula spp.). Investigaciones realizadas sobre los
propéleos recolectados de Bulgaria, Espana, Francia, Gran Bretafa, Hungria,
Rusia, Ucrania, Mongolia revelan que el origen de la fuente principal de las
secreciones son de el dlamo negro (Populus nigra), alamo temblén (P. tremula)
abedul verrugoso (Betula verrucosa) (Bankova, Castro y col., 2000; Marcucci,
Ferreres y col., 2001). Los principales constituyentes quimicos de los propdleos
de zonas templadas son los compuestos fendlicos, flavonoides, acidos
aromaticos y sus ésteres. En propoleos de procedencia china se identificaron
compuestos tales como &acido caféico, acido p-coumarico, acido ferulico,
pinobanksina, acido cinamilideneacético, crisina, pinocembrina, galangina,
cinamil cafeato y tectocrisina, entre otros. Al noroestes de los Paises Bajos se
aislaron de los propdleos cuatro flavonoides (crisina, galangina 7-metil éter,
pinobanksina y pinobanksina 5-metil éter), seis compuestos derivados del acido
cinamico (acido ferulico, acido isoferulico, acido 3,4-dimetoxi cinamico, cafeato
de bencilo, cafeato de fenetilo y cafeato de cinamilo) y dos nuevos derivados
del glicerol (2-acetil-1,3-dicoumaroilglicerol y 2-acetil-1-coumaroil-3-feruloil
glicerol) (Banskota, Nagaoka y col., 2002). En la figura 2 se muestran la
estructura quimica de algunos compuestos de los propdleos de zonas

templadas.
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2.1.5. Propodleos de zonas tropicales

La fuente botanica de los exudados de los paises con clima tropical
como Africa, América del Sur, México y Cuba, difieren de los anteriores. Dado
gue no se encuentran alamos ni abedules en estas regiones. En Venezuela la
fuente botanica de los propdleos proviene de quiripiti (Clusia minor) y del
mamey silvestre (Clusia major). En Brasil la flora dominante es el pino de
Norfolk (Araucaria heterophylla), pino de Parana (Araucaria angustifolia), chilca
blanca (Baccharis dracunculifolia) y eucalipto aromatico (Eucalyptus citriodora)
(Bankova, 2005). A diferencia de los propdleos de zonas templada los
principales componentes de los propoleos de zona tropical son, el acidos p-
coumaricos, prenilados, acetofenonas, lignanos, di y triterpenos. En Chile en la
region de Toro Bayo se aislaron de los propoleos los flavonoides galangina,
crisina, pinocembrina, 3-metil galangina y 7-metil galangina. En propdleos de
Venezuela se confiimd la presencia de dos nuevas benzofenonas
polipreniladas (18-etiloxi-17-hidroxi-17,18-dihidroscrobiculatona A y B). En
Brasil se han aislado compuestos prenilados, diterpenos y benzofuranos, entre
ellos acido 3-hidroxi-2,2-dimetil-8-prenilcromano-6-propenoico, acido agatico,
benzofuranos A y B, acido 3-prenil-4-hidroxicinamico, entre otros (Trusheva,
Popova y col., 2004). En la figura 3 se observa la estructura quimica de

algunos compuestos de los propodleos de zonas tropicales.

2.1.6. Propodleos de Sonora
Los propdleos de Sonora son clasificados como propoleos de zonas
aridas y semiaridas, por tener un clima con temperaturas altas, veranos secos,

inviernos frios y con lluvia. Tienen su fuente en una gran variedad de flora
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como palo fierro (Olneya tesota), mezquite aterciopelado (Prosopis velutina),
palo verde (Cercidium microphyllum), torote prieto (Bursera laxiflora), granjeno
(Celtis pallida), franseria (Ambrosia deltoidea), hierva blanca (Encelia Farinosa)
entre otras. En una investigacion realizada sobre propdleos de Ures (PU), se
aislaron e identificaron los flavonoides, pinocembrina, 3-O-acetato de
pinobanksina y crisina (Figura 4) (Lugo, 2003). Estudios posteriores, sobre los
compuestos de propoleos de las regiones de Ures, Pueblo de Alamos y
Caborca, pusieron de manifiesto la presencia de 11 flavonoides y el éster
fenetilico del acido caféico (CAPE) los cuales fueron identificados a través de
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion-Espectrometria de Masas (HPLC-
MS). Pinocembrina, pinobanksina, acetato de pinobanksina, galangina y crisina
se encontraron en las tres muestras de propodleos. Mientras que xanthomicrol
se identificd en los propoleos del Pueblo de Alamos (PPA) y Caborca (PC);
acacetina en PU y PPA; rutina, naringenina y hesperetina se detectaron solo en
PPA; 3’-demetoxysudachitin se encontré solo en PC; en tanto que CAPE se

identifico solo en PU (Tabla 2) (Acosta, 2007).

2.1.7. Accioén biolégica de los propdleos
Desde tiempos ancestrales los propdleos se han utilizado con fines
medicinales, para combatir distintas enfermedades, y esto debido a que los
propdéleos poseen un amplio espectro de actividades biologicas. En la
actualidad estudios in vitro e in vivo han demostrado que los propdleos poseen
propiedades antibacterianas (Bankova, Christov y col., 1999; Popova, Silici y
col., 2005), antifungicas (Quiroga, Sampietro y col., 2006), antivirales (Amoros,

Lurton y col.,, 1994), antiinflamatorias (Khayyal, Elghazaly y col., 1993),
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Tabla 2. Principales compuestos presentes e identificados por HPLC-MS en

propoleos sonorenses.

Compuesto PU PC PPA
Rutina - - +
Pinobanksina + + +
Naringenina - - +
Hesperetina - - +
3’-Demetoxisudaquitin - + -
Pinocembrina + + +
3-Acetato de pinobanksina + + +
Ester fenetilico del acido cafeico (CAPE) + - -
Xanthomicrol - + +
Crisina + + +
Galangina + + +
Acacetina + - +

PC Propdleos de Caborca; PU, Propdleos de Ures; PPA, Propdleos de Pueblo

de Alamos; +, presente pero no cuantificado; -, no detectado (Acosta 2007).
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antioxidantes (Choi, Noh y col., 2006), antiproliferativas (Akao, Maruyama vy

col., 2003), antiparasitarias (Nilforoushzadeh, Shirani y col., 2008) entre otras.

2.1.8. Propiedades antimicrobianas

Las propiedades antibacterianas de los propdleos se le atribuyen
fundamentalmente a los flavonoides, tales como pinocembrina, galangina,
pinobanksina, éster bencil del acido p-cumarico y mezclas de ésteres del acido
cafeico. Varios investigadores han sugerido que el mecanismo de actividad
antibacteriana de los propdleos es multifactorial y depende del sinergismo entre
flavonoides, acidos fendlicos y otros compuestos presentes en ellos, y no a la
accién que cada uno de ellos ejerce por separado (Li, Yue, y col., 2003). El
mecanismo de accidn antibacteriana de los propdleos es complejo y no esta
completamente establecido, pero en algunos estudios realizados, se sugieren
como probables causas la desorganizacion del citoplasma, de la membrana
plasmatica, y de la pared celular, bacteridlisis parcial, inhibicion de la ARN
polimerasa, inactivacion del potencial de membrana e inhibicion de la sintesis
de proteinas (Takaisikikuni y Schilcher, 1994; Pepeljnjak y Kosalec, 2004). Se
ha reportado que el flavonoide galangina induce una fuerte pérdida de potasio
en S. aureus, lo que sugiere un dafio en la membrana plasmatica (Cushnie y
Lamb, 2005). En Proteus vulgaris los flavonoides robinetina, miricetina y
epigalocatequina, inhiben la sintesis de ADN, mientras que en S. aureus estos

mismos flavonoides interrumpen la sintesis de ARN (Mori, Nishino y col., 1987).
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2.1.9. Estudios realizados sobre propodleos

La actividad antimicrobiana de los propdleos estudiada frente a bacterias
de interés clinico, ha mostrado resultados alentadores inhibiendo el crecimiento
de bacterias aerobias y anaerobias, tanto Gram positivas como Gram
negativas. Sin embargo, se ha sefialado que el efecto biocida en contra de
bacterias Gram positivas es mayor que sobre bacterias Gram negativas (Orsi,
Sforcin y col., 2005). Propdleos italianos presentan actividad antimicrobiana
frente a Streptococcus pyogenes y los de Bulgaria inhiben el desarrollo de
Helicobacter pylori (Boyanova, Derejian y col., 2003). Investigaciones sobre los
propoleos brasilefios revelaron que inhiben el crecimiento de cepas de
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, E. faecalis,
Porphyromonas gingivalis y de Prevotella intermedia (Bankova, Christov y col.,
1999; Sforcin, Fernandes y col., 2000). Los propdleos turcos son activos frente
a Micrococcus luteus, E. faecalis, Enterobacter aerogenes y P. aeruginosa
(Uzel, Sorkun y col., 2005). Estudios realizados en propoleos de las regiones
de Caibarién y Ciego de Avila, en Cuba demuestran actividad antibacteriana
contra cepas de S. aureus y Staphylococcus epidermidis (Garcia, Medina vy
col., 2007). Los propdleos argentinos (Buenos Aires y Mendoza) y colombianos
poseen propiedades antibacterianas sobre Streptococcus mutans (Moreno,
Martinez y col., 2007) al igual que los de Oxapampa, Peru; ademas estos
ultimos presentan accion frente a Lactobacillus casei (Eguizabal y Moromi,
2007). Manrique (2006) evalud el efecto de la variacion estacional sobre la
actividad antibacteriana de propdleos venezolanos, frente a S. aureus y M.
luteus; los propdleos se mostraron activos frente a dichas cepas, pero el grado

de inhibicién vario segun el mes de recoleccion, mostrandose una inhibicién
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mayor en el mes de enero. En propéleos mexicanos de la region de Campeche
se ha informado actividad frente a S. aureus, S. pyogenes y P. aeruginosa

(Tolosa y Canizares, 2002).

2.1.9.1. Propdleos Sonorenses

Velazquez, Navarro y col., (2007) realizaron estudios sobre la actividad
antibacteriana de los propodleos del estado de Sonora de las regiones de Ures
(PU), Caborca (PC) y Pueblo de Alamos (PPA). Se demostré que los PU tienen
una mayor actividad antibacteriana sobre S. aureus ATCC6538P y Listeria
monocytogenes ATCC7644, con una CMI de 100mg/L y 200mg/L
respectivamente; mientras que los PC poseen actividad solo frente a S. aureus
ATCC6538P moderada con una CMI de 200mg/L; los PPA no mostraron
actividad alguna frente a ninguna de las cepas; por ultimo ninguno de los
extractos mostro accidn antibacteriana contra las bacterias Gram negativas (E.
coli ATCC25922 y P. aeruginosa ATCC27853). Estudio posteriores de los PU
mostré que a concentraciones de 200mg/L hay actividad bactericida (lfigo y
Soto, 2009). Investigaciones mas resientes han demostrado que los propdleos
de la region de Magdalena de Kino (PM) y Sonoyta (PS) poseen actividad
antibacteriana frente a S. aureus ATCC6538P y V. cholerae no O1.
Reportandose que el extractos metandlico de PM muestran una mayor
actividad antibacteriana, con concentraciones inhibitorias de 200mg/L para S.
aureus ATCC6538P y 400mg/L para V. cholerae no O1, y el extractos
metandlicos de PS presentan concentraciones de 400mg/L para ambas

especies de cepas (Salcido, 2010).
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2.2. ANTIBIOTICOTERAPIA
El descubrimiento que dio inicio a la edad de oro de la antibiéticoterapia
fue el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, en 1928, a partir
del cultivo del hongo Penicilium notatum. El cual dio origen en las décadas
siguientes al desarrollo exponencial de una gran diversidad de antibi6ticos
nuevos. El término antibidticos se refiere a sustancias quimicas elaboradas por
organismos vivos que tienen la capacidad de matar o inhibir el crecimiento de

ciertas clases de microorganismos (Davidsohn y Bernard, 1998).

2.2.1. Resistencia a los antibiéticos

La resistencia a los antibidticos se define como, una condicidn
microbiolégica caracterizada por la capacidad natural o adquirida, por parte de
una cepa bacteriana de permanecer intacta a los efectos bactericidas o
bacteriostaticos de un antibidtico. La resistencia natural es una propiedad
especifica en la cual las bacterias de la misma especie son resistentes a
algunas familias de antibioticos, como consecuencia de que estos
microorganismos carecen de dianas (estructura o grupo quimica) sobre las
cuales actuaria el antibidtico. La resistencia adquirida es la realmente
importante desde un punto de vista clinico, esta se debe a la modificacion de la
carga genética de la bacteria y puede aparecer por mutacién cromosoémica o

por mecanismos de transferencia genética (Cabrera, Gomez y col., 2007).

Un microorganismo se considera resistente a un antibidtico cuando la

concentracion maxima de antimicrobiano que se puede conseguir en el lugar

de la infeccién (liquidos, tejidos o suero) no es suficiente para eliminarlo, y que
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por efectos secundarios toxicos es imposible elevar la dosis (Davidsohn y

Bernard, 1998).

2.3. Staphylococcus aureus
S. aureus forma parte de la familia Microccocaceae, se encuentra
habitando naturalmente la piel y las membranas mucosas del hombre. Es un
coco Gram positivo, no movil, se le puede encontrar agrupado en formas de
racimos, anaerobio facultativo, pero crece mejor en condiciones aerobias.
Tiene una temperatura optima de crecimiento de 35 a 37°C, es productor de
catalasa, coagulasa y crece rapidamente en agar sangre. Sus colonias

producen un tipico pigmento amarillo debido a la presencia de carotenoides.

Es un patdégeno reconocidamente virulento que causa infecciones hospitalarias
y comunitarias (Kanafani y Fowler, 2006). Es responsable de una amplia gama
de enfermedades. Produce lesiones superficiales en la piel y abscesos
localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis. Es causante de
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y
ademas, causa bacteriemia, impétigo y fiebres (Velazquez, 2005). S. aureus
representa el 30 a 50% de los aislados clinicos. De este porcentaje el 70%

corresponde a cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM).

Por lo general la mayoria de las cepas de SARM presentan resistencia a otros

otros B-lactdmicos (cefalosporinas, oxacilina y nafcilina) a macrolidos

(eritromicina), tetraciclina, aminoglucdsidos (estreptomicina), lincosamidas
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(clindamicina), y con susceptibilidad disminuida a vancomicina, entre otros

(Velazquez, Vigueras y col., 2009).

En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE) notifico
que los porcentajes de mortalidad entre pacientes infectados con S. aureus
varian entre 5 y 70%. También reporté que en el periodo de 1997-2003, S.
aureus ocupo el tercer lugar en morbilidad y el cuarto lugar en mortalidad. En
estudios realizados por Lalueza (2008), en pacientes con bacteriemia causada
por S. aureus se reportd un mortalidad del 20,2%. Mientras que Fowler, Olsen y

col., (2003) reportan una mortalidad del 28%.

2.4. Enterococcus spp

El género Enterococcus spp., forma parte de la familia Enterococcaceae,
se encuentran habitando el tracto gastrointestinal del hombre. Pueden
encontrarse también en el tracto genitourinario y en la saliva (Diaz, Salas y col.,
2007). Inicialmente se clasificaron como cocos Gram positivos del género
Streptococcus hasta que en la década de los ochenta fueron excluidos de esta
clasificacion y con base en estudios genéticos se creo el género Enterococcus
(Schleifer y Kilpper, 1984). Son cocos que se presentan agrupados en parejas
0 cadenas cortas, son anaerobios facultativos, con crecimiento 6ptimo a 35°C
pero lo pueden hacer en un rango de temperatura de 10 a 46°C, la mayoria son
inmoviles (a excepcion de E. casseliflavus y E. gallinarum), hidrolizan la
esculina en presencia de 40% de sales biliares, catalasa y oxidasa negativos.

En las ultimas décadas los enterococos han pasado de ser considerados
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comensales de baja patogenicidad a convertirse en una importante causa de

infecciones humanas (Diaz, Rodriguez, y col., 2010).

Las diferentes especies de enterococos han sido identificadas como patégenos
oportunistas causantes de diferentes enfermedades dentro de las que se
encuentran las endocarditis, bacteriemias enterococcicas, infecciones del tracto
urinario, neonatales, del sistema nervioso central, intrabdominal y pélvica
(Murray, 1990). Destacan principalmente a nivel hospitalario como agentes
causales de infecciones en humanos, E. faecalis, con el 80 a 90% de los
aislados clinicos y E. faecium del 10 a 24% (Diaz, Salas y col., 2007).
Presentan resistencia a diversos antibiéticos clinicamente importantes, tales
como B-lactdmicos (penicilinas y cefalosporinas), aminoglucdésidos
(gentamicina y estreptomicina), lincosamidas (clindamicina) y glucopéptidos
(vancomicina) (Velazquez, Vigueras y col., 2009). Los enterococos presentan
una mortalidad atribuible entre el 7,5% y el 37%, esta variacién se debe a la
existencia de las cepas sensibles y resistentes a los antibidticos (Das y Gray
1998; Lautenbach, Bilker y col., 1999). Stosor, Peterson y col., (1998) reportan
una mortalidad global del 41%, del cual el 9% se atribuye directamente a las
bacteriemia causadas por E. faecium. Datos similares se reportan en los
estudios realizados por Fernandez, Fuente y col., (2004) con respecto a E.
faecalis donde se observé una mortalidad global de 23,9%, pero solo el 9,9%
fue atribuible a dicho microorganismo. Entre tanto Martinez, Mufioz y col.,
(2007) reportan un mortalidad de 31,2% para E. faecalis y 33,3% para E.

faecium.
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Una de las causas que contribuyen a la patogénesis de estos microorganismos
es su resistencia a los antibidticos, lo que dificulta la terapia de las
enfermedades causadas por ellos. Hasta el momento las alternativas de
tratamiento para las bacterias multiresistentes, son la administracién de
vancomicina, linezolid y daptomicina. A nivel mundial son cada vez mas los
reportes de aislamientos de Enterococcus spp., vancomicina resistentes y S.
aureus con valores intermedios o susceptibilidad disminuida a vancomicina. Lo
anterior limita drasticamente los antibiéticos disponibles para el tratamiento de

enfermedades relacionadas a dichos microorganismos (Velazquez, Vigueras y

col., 2009).
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la actividad antibacteriana del extracto metandlico (EM) de
propéleos de Caborca y sus fracciones frente a cepas de aislados clinicos de

S. aureus y E. faecalis.

Objetivos especificos

e Obtencion del EM y sus fracciones.

e Evaluar la actividad antibacteriana del EM y sus fracciones a diferentes
concentraciones frente a las cepas de aislados clinicos de S. aureus y E.
faecalis.

e Establecer la concentracion minima inhibitoria (CMI) del EM y sus

fracciones.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

41. MUESTRA DE PROPOLEOS

El propdleos se colecté durante el mes de agosto de 2011 a partir de
cajas apicolas de la regién EI Arenoso, Sonora (30° 43’ 35.64” N; 112° 06’
42.07” W, y una altitud de 298 m sobre el nivel del mar) (Figura 5). La muestra
fue obtenida por el método de raspado, utilizando una espatula de acero
inoxidable para remover la resina adherida en las paredes de las cajas apicolas
(Ordones, Vera y col., 2007). Una vez obtenida la muestra, se colocé en un
envase de polietileno y se almacend a 8°C protegiéndose de la luz, hasta su

uso. El peso de la muestra fue de 98,23g.

4.2. EXTRACTO METANOLICO (EM)

Noventa y ocho gramos punto veintitrés miligramos de propdleos,
previamente molidos, se colocaron en un matraz Erlenmeyer y se le adiciond
500mL de metanol, la mezcla se colocé sobre un agitato magnético (S-7225
THERMOLYNE) durante 24h. Transcurrido el tiempo, se filtré sobre tela de
algodon, con la finalidad de eliminar restos sélidos y sobre papel filtro
(Whatman #40), tres veces, para eliminar particulas de tierra y polen. El filtrado
se colocod en un embudo de separacion, se le anadié 180mL de hexano, y se
agité por 15min a mano. Se obtuvieron dos fracciones: filtrado metandlico y el

filtrado hexanico.

El filtrado metandlico se concentrd en un rotavapor (R-215 BUCHI) bajo presién

reducida a una temperatura de 40°C a 100rpm. Posteriormente se secé al alto

29



Figura 5. Ubicacion geografica de la regiéon El Arenoso.
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vacio (1X10™*mHg), y se obtuvé 53,39g de extracto metandlico (EM), sélido de

color café oscuro.

4.2.1. Particién del EM

El filtrado hexanico se dejé en la campana de extraccion, una vez
evaporado el hexano se obtuvé 1,54g de un sélido amarillo, el cual se etiquetd
como fraccion hexanica (FH). Para la fraccion cloroférmica (FC), 52,89g del EM
se traté con 150mL de éter etilico y se dejé en agitacién por 3h, la muestra se
disolvié por completo por lo que se procedioé a evaporar el éter etilico. Una vez
evaporada la sustancia se afiadié 150mL de cloroformo y se agité por 3h. La
parte soluble se filtr6 sobre papel, tres veces y se concentré en un rotavapor
bajo las mismas condiciones descritas anteriormente, obteniendo 46,42g de la
FC, solido de color café. La parte insoluble en cloroformo se traté con 20mL de
éter etilico nuevamente, pero no se observo dilucién alguna, por lo que se
procedidé una vez mas a evaporar dicha sustancia. Posteriormente se agrego
20mL de metanol y se puso en agitacion durante 3h, bajo la misma
metodologia descrita anteriormente, obteniendo 1,10g de la fraccién metandlica
residual (FMR), solido de café oscuro. Cada fraccion se almacend en viales a

una temperatura de 8°C y se mantuvieron protegidos de la luz.

4.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA
La evaluacidon antibacteriana se realiz6 en colaboracién con el
Laboratorio del Cuerpo Académico de Biologia y Bioquimica (CABB), de la
Universidad de Sonora, Unidad Centro, utilizando el método de microdilucién

en caldo asesorado por el M.C. Moisés Navarro Navarro.
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4.3.1. Soluciones concentradas y de trabajo

Una alicuota de aproximadamente de 45mg del EM, se llevdé a un
volumen final de 1mL con dimetil sulfoxido (DMSO) estéril, en un tubo
eppendorf de 1,5mL estéril, para obtener una concentracion final de
45 000mg/L. A partir de esta solucione concentradas, se realizaron diluciones
en caldo Mueller Hinton (BBL™) (CMH) sobre una placa de 12 pozos, para
obtener las soluciones de trabajo de 400, 200, 100, 50 y Omg/L. El
procedimiento fue el mismo para cada una de las fracciones. Ver apéndice 9.1

a9.r.

4.3.2. Cepas bacterianas
Se utilizaron las cepas de S. aureus ATCC6538P tomada del cepario del
Departamento de Ciencias Quimico y Biologicas (para el ensayo de practica),
S. aureus 157, E. faecalis 132 y E. faecalis 531 aisladas a partir de muestras
clinicas de pacientes del ISSSTESON en Hermosillo, Sonora (Tabla 3). Se
mantuvieron en Agar Soya Tripticaseina (BBL™) (AST) realizando pases

sucesivos, hasta su uso.

4.3.3. Inoculo bacteriano
Se prepararon inéculos bacterianos en solucion salina estéril previo a un
desarrollo de 12h en Agar Mueller Hinton (BBLTM) (AMH) a 36°C, hasta lograr
una densidad éptica (DO) de 0,093 + 0,002, igual a la DO del estandar 0,5 del
nefelémetro de Mcfarland a 630nm. El indculo equivale a 102UFC/mL. Las

lecturas se realizaron en un lector de microplacas (DAIGGER®).
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Tabla 3. Caracteristicas de las cepas clinicas.

Cepas Origen Resistencia
S. aureus 157 Cultivo vaginal Be*, Am*, E', CI
E. faecalis 132 Cultivo vaginal EF, CI, Qu/D*
E. faecalis 531 Urocultivo Be*, Am*, CIT, Qu/D¥, Te**

F

t t

Bencilpenicilina, *Ampicilina, Eritromicina, Clindamicina,

Quinupristina/Dalfopristina, **Tetraciclina
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4.3.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana

La evaluacion de la actividad antibacteriana se determin6 mediante el
método de microdilucién en caldo. Se depositaron por triplicado 200uL de cada
una de las concentraciones (400, 200, 100 y 50mg/L) del EM y sus fracciones
(EM, FH, FC y FMR) en una microplaca de 96 pozos de fondo plano. A un
primer conjunto de pozos se le adiciono 15uL del inoculo bacteriano y se
preparara otro conjunto sin bacterias. En otros tres pozos se depositaron 200uL
de CMH con gentamicina a una concentracion de 12mg/L, mas 15uL de inoculo
bacteriano, en tres mas se depositaron 200uyL de CMH con la maxima
concentracion de DMSO al que las bacterias estuvieron expuestas mas 15uL
del inoculo bacteriano. Para el control de esterilidad se afiadié en seis pozos
CMH. Una vez finalizada la inoculacién, la placa se incubd (incubadora
THERMO scientific) a 36°C y se leyé la DO a 630nm de los pozos a las 0, 6,
12, 24 y 48h. Con las lecturas se realizaran curvas de desarrollo bacteriano,

graficando tiempo contra DO. Ver apéndice 9.8 y 9.9.

4.3.5. Determinaciéon de la CMI
La CMI es la minima cantidad de antimicrobiano capaz de inhibir el
crecimiento de un microorganismo al menos el 90% del desarrollo bacteriano

después de 24h a 36°C, para determinar la CMI se aplico la siguiente férmula:

CMI = (xDOsszobacterias sin tratamiento — xDOsgzgconcentracion de prueba /

xDOgspbacterias sin tratamiento) x 100
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4.4. ANALISIS ESTADISTICO
Para el procesamiento de los datos se utilizé estadistica descriptiva. Las
medias y desviaciones estandar de las lecturas de DO en las curvas de

desarrollo se graficaron utilizando el paquete Graph Pad Prism V 5.00
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5. RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el presente estudio se evalud la actividad antibacteriana de un EM y tres
fracciones (FH, FC y FMR) del propdleos de la region El Arenoso, Sonora, el
cual proviene de una region arida, frente a cepas de aislados clinicos de S.
aureus, E. faecalis, las cuales presentan resistencia a mas de un antibiético. En
cada uno de los ensayos realizados, el desarrollo bacteriano no se vio afectado

por la concentracion de DMSO presente en el medio de cultivo.

El EM y la FC mostraron importante actividad antibacteriana, inhibiendo el
desarrollo de S. aureus ATCC6538P, S. aureus 157, E. faecalis 132 y E.
faecalis 531. Mientras que las FH y FMR no presentaron actividad
antibacteriana importante. En las tablas 5 y 6 se presentan el porcentaje de
inhibicion del desarrollo bacteriano del EM y la FC, se puede observar como a

concentraciones de 200 y 50mg/L la FC es ligeramente mas activa que el EM.

El EM inhibi6 el desarrollo de S. aureus ATCC6538P, S. aureus 157 con una
CMlgy de 400mg/L y 200mg/L, respectivamente, datos similares reportan
Velazquez y colaboradores (2007) en los propdleos de Ures, Caborca y Pueblo
de Alamos frente a cepas de coleccién. Asimismo la FC presentd actividad
antibacteriana a una CMlgy de 200mg/L para ambas cepas. Mientras que la
FMR presentd inhibicibn con una CMIgy de 400mg/L también para ambas

cepas. La FH no mostré actividad antibacteriana. Ver figura 6y 7.
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Tanto el EM como la FC presentaron inhibicién del desarrollo de E. faecalis 132
y E. faecalis 531 a concentraciones de 400mg/L, datos similares reporta
Velazquez y colaboradores (2007) en cepas de coleccion de E. faecalis.
Mientras que la FH y FMR no mostraron actividad antibacteriana. Ver figura 8 y

9.

La ausencia de actividad antibacteriana en la FH se debe a que las sustancias
extractables en hexano son en su totalidad ceras (Palomino, Martinez y col.,
2010). En cuanto a la FMR pierde su actividad conforme se extraen los

compuestos con otros solventes en grado creciente de polaridad.

Las diferencias que se observan en la actividad antibacteriana de los propdleos
de distintas regiones asi como de sus extractos con diferentes solventes, se
debe a las diferencias cualitativas y cuantitativas en su composicion quimica,
ademas de las distintas metodologias empleadas para evaluar la actividad
(Cushnie y Lamb 2005). En la tabla 7 se muestran las CMI de propodleos de
distintas regiones y se puede observar como hay valores de extremo a extremo
mientras que los propoleos colombianos necesitan de concentraciones de 15
390 a 17 030mg/L, para inhibir el desarrollo de cepas de S. aeureus los
propodleos provenientes de Turquia lo hacen a concentraciones de 8 a 16mg/L.
También se puede observar como difieren las concentraciones para inhibir una
cepa de coleccidn de una proveniente de un proceso infeccioso. Se duplica la
dosis al doble o hasta mas de 4 veces. Como por ejemplo los propéleos del
Brasil que presentan una CMI de 102mg/L para una cepas de coleccion y de

409mg/L para un de origen clinico.
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Figura 6. Actividad antibacteriana del EM, FH, FC y FMR frente al cultivo de S. aureus ATCC6538P.

Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes. Se graficd la media + desviacion estandar de

analisis triplicados.
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Figura 7. Actividad antibacteriana del EM, FH, FC y FMR frente al cultivo de S. aureus 157.
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Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes. Se graficd la media + desviacion estandar de

analisis triplicados.
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Figura 8. Actividad antibacteriana del EM, FH, FC y FMR frente al cultivo de E. faecalis 132.
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Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes. Se graficd la media + desviacion estandar de

analisis triplicados.
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Figura 9. Actividad antibacteriana del EM, FH, FC y FMR frente al cultivo de E. faecalis 531.

Los resultados son representativos de al menos tres experimentos independientes. Se graficd la media + desviacion estandar de

analisis triplicados.
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Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria 90% (CMlgo) del EM, FH, FC y FMR
frente a las cepas de S. aureus ATCC6538P, S. aureus 157, E. faecalis 132 y
E. faecalis 531.

CEPAS PROPOLEOS (mg/L)
EM FH FC FMR
S. aureus ATCC6538P 400  >400 200 400
S. aureus 157 200  >400 200 400
E. faecalis 132 400 >400 400 >400

E. faecalis 531 400 >400 400 >400
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Tabla 5. Porcentaje de Inhibicion del desarrollo de la cepa de S. aureus ATCC6538P, S. aureus 157, E. faecalis 132 y E. faecalis

531 frente a diferentes concentraciones del EM a las 24 horas de incubacion.

CEPA 400mg/L 200mg/L 100mg/L 50mg/L
S. aureus ATCC6538P 100% 80% 84% 65%
S. aureus 157 100% 93% 86,5% 70%
E. faecalis 132 100% 22% 0% 0%
E. faecalis 531 100% 64,5% 28% 4%
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Tabla 6. Porcentaje de Inhibicidén del desarrollo de la cepa de S. aureus ATCC6538P, S. aureus 157, E. faecalis 132 y E. faecalis

531 frente a diferentes concentraciones del FC a las 24 horas de incubacion.

CEPA 400mg/L 200mg/L 100mg/L 50mg/L
S. aureus ATCC6538P 100% 91,5% 76% 74%
S. aureus 157 100% 94% 82% 75%
E. faecalis 132 100% 32% 20% 0%
E. faecalis 531 100% 60,5% 28% 4%
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Tabla 7. Informes de concentracién minima inhibitoria (CMI) de propéleos de distintas regiones.

Propédleos Cepas bacterianas CMI (mg/L)
S.aureus ATCC E. faecalis ATCC  S.aureus* E.faecalis* Referencia

Egipto 2 200-2 600 - - - Hegazi y Abd, 2002
Croacia - - 650-5 680 2 330-9 090 Pepeljnjak y Kosalec, 2004
Brasil 102 - 409 - Salomao y col., 2004
Bulgaria 1638 - 6 553 - Saloméo y col., 2004
Turquia 8-16 2-32 - - Uzel y col., 2005
Turquia - - 7,8-281,2 - Kilic y col., 2005
Sonora, México 100-400 >400 200->400 - Velazquez y col., 2007
Jordania 585-4 690 - 4 690-18 750 - Darwish y col., 2010
Sonora, México 200-400 Salcido, 2010
Irak 640-1280 - - - Hendi y col., 2011
Colombia 15 390-17 030 - - - Samara y col., 2011
Sonora, México 200-400 200 400 Resultados obtenidos

* Muestra clinica.
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6. CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se concluye que:

1.

El propdleos de la region ElI Arenoso, Sonora presenta actividad
antibacteriana contra S. aureus y E. faecalis.

ElI EM y la FC mostraron la mayor actividad antibacteriana.

La cepa de S. aureus mostraron ser mas sensible a el EM y la FC que
las cepas de E. faecalis.

El EM y la FC presentaron una CMI moderada de 200-400mg/L en la
inhibicion de S. aureus.

La FC se mostré ligeramente mas activa que el EM.
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7. RECOMENDACIONES

Para futuras investigaciones sobre el tema se recomienda:

1.

2.

Identificar los constituyentes del propdleos de la region El Arenoso.
Evaluar la cantidad de flavonoides totales.

Determinar la concentracion minima bactericida (CMB).

Seguir evaluando la actividad antibacteriana de los propdleos de otras
regiones del estado de Sonora, ya que se ha establecido que existe
actividad frente a cepas de coleccion y de las provenientes de procesos
infecciosos.

Publicar los resultados obtenidos, en revistas internacionales.
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9. APENDICE

9.1. Preparacion de la solucién concentrada y de las soluciones de

trabajo del EM

Soluciéon concentrada

Reactivos
e Dimetil sulfoxifo (DMSO) estéril

e Extracto Metandlico (EM)

Material
e Tubo eppendorf estéril
e Espatula en punta
e Puntas estériles para micropipeta

e Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Equipo

e Balanza analitica

e Vortex

Procedimiento

1. Pesar el tubo eppendorf.
2. Pesar la cantidad necesaria del extracto (45-55mg).

3. Llevar a un volumen final de 1mL con DMSO.
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4. Agitar en vortex.
5. Etiquetar.
6. Determinar la concertacion final:

a. Peso de la muestra de EM = 0,4504g = 45 040mg/L.

Soluciones de trabajo de 400, 200, 100 y 50mg/L

Reactivo
Solucién concentrada de EM (45 040mg/L)

Caldo Mueller Hinton (CMH)

Material

Placa de 12 pozos

Puntas estériles para micropipeta

Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Micropipeta de volumen variable de 10-100uL

Equipo

e Campana de flujo laminar

Procedimiento

1. Hacer los calculos para determinar la cantidad de soluciéon concentrada
que se requiere para tener una concentracion de 400mg/L:
Y = Ci/Cf

Ci =45 040mg/L
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Cf = 400mg/L
Y =45 040mg/L / 400mg/L
Y =112,6
Vi = VIIY
Vf=6mL
Vi=6mL/112,6
Vi = 53uL
Se requieren de 53uL de solucion concentrada de EM + 5 947uL de CMH, para
obtener una concentracion de 400mg/L.
2. Se agregan 6mL del CMH al primer pozo de la primera fila de la placa de
12 pozos y 3mL a los pozos restantes de la primera fila. Ver apéndice 5.
3. Se retiran 53puL del volumen de 6mL y se adicionan 53uL de la solucion
concentrada del EM.
4. Se mezcla.

5. Se traspasan 3mL de un pozo a otro. Ver apéndice 5.

Nota: este procedimiento se realizé en la campana de flujo laminar.
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9.2. Preparacion de la solucién concentrada y de las soluciones de

trabajo de la FH

Solucion concentrada

Reactivos
e Dimetil sulféxifo (DMSO) estéril

e Fraccion Hexanica (FH)

Material
e Tubo eppendorf estéril
o Espatula en punta
e Puntas estériles para micropipeta

e Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Equipo

e Balanza analitica

e Vortex

Procedimiento

1. Pesar el tubo eppendorf.

2. Pesar la cantidad necesaria de la fraccion (45-55mg).
3. Llevar a un volumen final de 1mL con DMSO.

4. Agitar en vortex.

5. Etiquetar.
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6. Determinar la concertacion final:

a) Peso de la muestra de FH = 0,4548g = 45 480mg/L.

Soluciones de trabajo de 400, 200, 100 y 50mg/L

Reactivo
Solucién concentrada de FH (45 480mg/L)

Caldo Mueller Hinton (CMH)

Material

Placa de 12 pozos

Puntas estériles para micropipeta

Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Micropipeta de volumen variable de 10-100uL

Equipo

e Campana de flujo laminar

Procedimiento

1. Hacer los calculos para determinar la cantidad de solucidn concentrada

que se requiere para tener una concentracion de 400mg/L:
Y = Ci/Cf
Ci = 45 480mg/L
Cf = 400mg/L

Y = 45 480mg/L / 400mg/L
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Y =113,7
Vi = VIIY
Vf=6mL
Vi=6mL/113,7
Vi = 53uL
Se requieren de 53uL de solucién concentrada de FH + 5 947uL de CMH, para
obtener una concentracion de 400mg/L.
2. Se agregan 6mL del CMH al primer pozo de la tercera fila de la placa de
12 pozos y 3mL a los pozos restantes de la tercera fila. Ver apéndice 5.
3. Se retiran 53puL del volumen de 6mL y se adicionan 53uL de la solucion
concentrada del FH.
4. Se mezcla.

5. Se traspasan 3mL de un pozo a otro. Ver apéndice 5.

Nota: este procedimiento se realizé en la campana de flujo laminar.
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9.3. Preparacion de la solucién concentrada y de las soluciones de

trabajo de la FC

Solucion concentrada

Reactivos
e Dimetil sulféxifo (DMSO) estéril

e Fraccion Cloroférmica (FC)

Material
e Tubo eppendorf estéril
o Espatula en punta
e Puntas estériles para micropipeta

e Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Equipo

e Balanza analitica

e Vortex

Procedimiento

1. Pesar el tubo eppendorf.

2. Pesar la cantidad necesaria de la fraccion (45-55mg).
3. Llevar a un volumen final de 1mL con DMSO.

4. Agitar en vortex.

5. Etiquetar.
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6. Determinar la concertacion final:

a) Peso de la muestra de FC =0,4794g = 47 940mg/L.

Soluciones de trabajo de 400, 200, 100 y 50mg/L

Reactivo
Solucién concentrada de FC (47 940mg/L)

Caldo Mueller Hinton (CMH)

Material

Placa de 12 pozos

Puntas estériles para micropipeta

Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Micropipeta de volumen variable de 10-100uL

Equipo

e Campana de flujo laminar

Procedimiento

1. Hacer los calculos para determinar la cantidad de solucidn concentrada

que se requiere para tener una concentracion de 400mg/L:
Y = Ci/Cf
Ci = 47 940mg/L
Cf = 400mg/L

Y = 47 940mg/L / 400mg/L
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Y =119,85
Vi = VIIY
Vf=6mL
Vi=6mL /119,85
Vi = 50pL
Se requieren de 50uL de solucién concentrada de FC + 5 950uL de CMH, para
obtener una concentracion de 400mg/L.

2. Se agregan 6mL del CMH al primer pozo de la segunda fila de la placa
de 12 pozos y 3mL a los pozos restantes de la segunda fila. Ver
apéndice 5.

3. Se retiran 50uL del volumen de 6mL y se adicionan 50uL de la solucion
concentrada del FC.

4. Se mezcla.

5. Se traspasan 3mL de un pozo a otro. Ver apéndice 5.

Nota: este procedimiento se realizé en la campana de flujo laminar.
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9.4. Preparacion de la solucién concentrada y de las soluciones de

trabajo de la FMR

Solucion concentrada

Reactivos
e Dimetil sulféxifo (DMSO) estéril

e Fraccion Metandlica Residual (FMR)

Material
e Tubo eppendorf estéril
o Espatula en punta
e Puntas estériles para micropipeta

e Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Equipo

e Balanza analitica

e Vortex

Procedimiento

1. Pesar el tubo eppendorf.

2. Pesar la cantidad necesaria de la fraccion (45-55mg).
3. Llevar a un volumen final de 1mL con DMSO.

4. Agitar en vortex.

5. Etiquetar.
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6. Determinar la concertacion final:

a) Peso de la muestra de FMR = 0,2998g = 29 980mg/L.

Soluciones de trabajo de 400, 200, 100 y 50mg/L

Reactivo
Solucién concentrada de FMR (29 980mg/L)

Caldo Mueller Hinton (CMH)

Material

Placa de 12 pozos

Puntas estériles para micropipeta

Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Micropipeta de volumen variable de 10-100uL

Equipo

e Campana de flujo laminar

Procedimiento

1. Hacer los calculos para determinar la cantidad de solucidn concentrada
que se requiere para tener una concentracion de 400mg/L:
Y = Ci/Cf
Ci =29 980mg/L
Cf = 400mg/L

Y =29 980mgl/L / 400mg/L
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Y=175

Vi = VY
Vf = 6mL
Vi=6mL/75
Vi = 80pL

Se requieren de 80uL de soluciéon concentrada de FMR + 5 920uL de CMH,
para obtener una concentracién de 400mg/L.
2. Se agregan 6mL del CMH al primer pozo de la primera fila de la placa de
12 pozos y 3mL a los pozos restantes de la primera fila. Ver apéndice 5.
3. Se retiran 80uL del volumen de 6mL y se adicionan 80uL de la solucion
concentrada del FRM.
4. Se mezcla.

5. Se traspasan 3mL de un pozo a otro. Ver apéndice 5.

Nota: este procedimiento se realizé en la campana de flujo laminar.

69



9.5. Preparacion de la solucion de trabajo de gentamicina

Solucion de trabajo de 120mg/L

Reactivo
Solucién de gentamicina (50 000mg/L)

Caldo Mueller Hinton (CMH)

Material

Tubo falcon estéril

Puntas estériles para micropipeta

Micropipeta de volumen variable de 100-1000uL

Micropipeta de volumen variable de 10-100uL

Equipo

e Campana de flujo laminar

Procedimiento

1. Hacer los calculos para determinar la cantidad de solucion de
gentamicina que se requiere para tener una concentracion de 120mg/L.:
Y = Ci/Cf
Ci = 50 000mg/L
Cf =120mg/L
Y =50 000mg/L / 120mg/L
Y = 416,66

Vi = VIIY
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Vf=5mL
Vi=5mL /416,66

Vi =12pL

Se requieren de 12uL de solucion de gentamicina + 5 988uL de CMH, para
obtener una concentracion de 120mg/L.
2. A 5mL del CMH se le retiran 12uL del volumen y se adicionan 12l de la

solucion de gentamicina.

Nota: En los pozos de prueba de la microplaca de fondo plano se realizé una
dilucion 1:10, mezclando 20uL de solucién de trabajo de gentamicina con
180uL de Caldo Mueller Hinton, para obtener una concentracion final en el
pozo de prueba de 12mg/L. Este procedimiento se realizd en la campana de

flujo laminar.
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9.6. Distribucién de las muestras para la preparacién de las soluciones de trabajo en la placa de 12 pozos del EM, FC

y FH

53l
EM

50pL
FC

53l
FH

3mL 3mL

3mL

2 3 4
A
B 3mL CMH ‘
L A 200mgiL
C [ 6mLCMH 3mL CMH |
400mg/L 100mg/L
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9.7. Distribucién de las muestras para la preparacion de las soluciones de trabajo en la placa de 12 pozos del FMR

3mL 3mL 3mL

80pL
FMR

80pL
DMSO

53pL
DMSO
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9.8. Distribucién de las muestras (EM, FC y FH) en la placa de 96 pozos de fondo plano

400mg/L 200mg/L 100mglL 50mg/L

il —— i—_— o——

3 EM + Bacterias

——3 FC +Bacterias
—_— FH + Bacterias

4 4 4
CMH CMH CMH
DMSO Gentamicina (12mg/L)
Bacterias Bacterias
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9.9. Distribucién de las muestras (FMR) en la placa de 96 pozos de fondo plano

400mg/L 200mg/L 100mg/L 50mg/L
T T T I

——3p FMR + Bacterias

. T "
CMH CMH CMH

DMSO Gentamicina (12mg/L)
Bacterias Bacterias
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