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OBJETIVOS

General

Determinar el efecto que tienen los propéleos de Ures, Sonora, recolectados en
las distintas épocas del afio sobre el desarrollo in vitro e in vivo de diferentes

especies de Vibrio.

Particulares

1. Determinar el efecto inhibidor in vitro de propoleos obtenidos en las
distintas estaciones del afio de la localidad de Ures sobre diferentes

especies del género Vibrio.

2. Establecer un modelo de infeccién bacteriana para Vibrio cholerae en

ratones de la cepa CD-1.

3. Determinar el efecto inhibidor in vivo de los propéleos de Ures sobre Vibrio

cholerae, utilizando el modelo murino previamente establecido.
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RESUMEN

Los propéleos son un producto elaborado por las abejas al mezclar las resinas
de la vegetaciéon circundante a la colmena con cera. Debido a la diversidad
botanica disponible en el area de recoleccion de las abejas, lo propdleos
presentan una versatilidad quimica y biolégica, siendo de especial interés para
éste trabajo, la actividad antibacteriana de los propéleos Sonorenses.
Previamente se evalud la actividad antibacteriana de muestras de propdéleos de
las regiones de Caborca (PC), Ures (PU) y Pueblo de Alamos (PPA), Sonora,
mediante la prueba de microdilucién en caldo, concluyendo que los propéleos
con mayor actividad antibacteriana (contra Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) fueron de la zona de Ures. Vibrio cholerae es un patdégeno
gastrointestinal humano de importancia clinica, asociado a severos
padecimientos gastrointestinales causantes de fuertes diarreas y deshidratacion
a nivel mundial. Para profundizar en el conocimiento de la actividad que puedan
tener los propoleos de esta region tanto in vitro como in vivo, en el presente
trabajo se tomaron muestras de este producto natural durante las cuatro
estaciones del periodo 2008-2009. A dichas muestras se les evalu6 su actividad
antibacteriana in vitro (método de microdilucion en caldo) frente a distintas
especies del género Vibrio: V. cholerae no O1, V. cholerae O1 Ogawa, V.
cholerae O1 Inaba, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. fluvialis y V.
mimicus. Tres cepas mostraron ser sensibles a las cuatro muestras
recolectadas (V. mimicus>V. cholerae no O1>V. cholerae O1 Inaba), con una
concentracion minima inhibitoria (MICgo) de entre 100-200 pg/mL; mientras que
el resto de las cepas ensayadas la concentracion minima inhibitoria (MIC o) fue
entre 200 y >400 pg/mL (V. cholerae O1 Ogawa>V. parahaemolyticus>V.
alginolyticus>V. fluvialis). En cuanto a la diferencia en la época de recoleccion,

los datos estadisticos indican una respuesta diferencial hacia las diferentes



muestras de propdleos analizadas. Para las determinaciones antimicrobianas in
vivo, se estableci6 un modelo murino de infeccién para Vibrio cholerae O1
Inaba utilizando ratones lactantes de la cepa CD-1. Resultados preliminares
sugieren que propoleos de Ures, Sonora (verano), tienen un impacto importante
en la infeccion por V. cholerae O1 Inaba. Estudios adicionales son necesarios
para confirmar esta observacion. En conclusion, los resultados presentados
muestran un gran potencial de los propodleos de Sonora para el tratamiento de
infecciones causadas por distintas especies del género Vibrio. Al incrementar
nuestro conocimiento a cerca de los efectos y mecanismos de accion de este
producto natural, se le podra aprovechar al maximo su capacidad
antimicrobiana.



INTRODUCCION

El célera es una infeccién intestinal aguda causada por la ingestion de
alimentos o0 agua contaminados con la bacteria Vibrio cholerae. Se produce una
diarrea copiosa, indolora y acuosa que puede conducir con rapidez a una

deshidratacién grave y a la muerte si no se trata oportunamente (OMS, 2012b).

La enfermedad del célera representa aln una amenaza mundial. Si bien
Nno supone una amenaza para los paises que garantizan una minima higiene, la
enfermedad sigue siendo un reto para los paises que no pueden asegurar el
acceso a agua potable y un saneamiento adecuado. Casi todos los paises en
desarrollo tienen que hacer frente a brotes de célera o a la amenaza de una
epidemia de la enfermedad (OMS, 2012). Aunado a lo anterior, la facilidad de
viajar por muchos de estos paises endémicos de la enfermedad y a la aparicion
de cepas drogo-resistentes, hacen dificil el control de este padecimiento. Es
importante mencionar que también las catastrofes causadas por la naturaleza
como los ciclones, huracanes y terremotos, pueden propiciar un brote de esta
enfermedad debido a que la poblacibn queda momentaneamente sin los

correctos servicios publicos, como el agua potable y/o atencion médica.

En los dltimos afios se ha hecho un esfuerzo por encontrar distintas
fuentes para el tratamiento de enfermedades infecciosas causadas por
microorganismos tales como Salmonella sp., Shigella sp., Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Vibrio cholerae que han logrado desarrollar
resistencia a diversos farmacos. Es precisamente la aparicion de estas cepas
resistentes a las drogas que normalmente utilizamos, lo que ha hecho que se
busquen remedios naturales como los ofrecidos por las plantas y diversos

insectos para la terapia antibiética (Domingo y Lopez-Brea, 2003).

La busqueda de nuevos antimicrobianos naturales ha dado como

resultado el descubrimiento de los mecanismos de proteccion que tienen los



propoleos, un producto resinoso elaborado por las abejas a partir de los
exudados que recogen de la vegetacion circundante a la colmena. Es una
sustancia fuertemente adhesiva con una alta eficiencia antiséptica y con
propiedades como la antibacteriana, antitumoral, hepatoprotectora, antifungica,
entre otras (Al-Hariri, 2011).

Existen diversos estudios que demuestran la importante actividad
antimicrobiana que presentan los propdéleos de distintas regiones del mundo, ya
sea por si solos o0 en conjunto con otros productos, y que indudablemente
tienen un efecto sobre distintos microorganismos (Al-Waili y col., 2012; Mawvri y
col., 2012; Choudhari y col., 2012).

Es por lo anterior que ha habido un creciente interés por estos productos
naturales y sus propiedades biolégicas. Asi, el estudio de los propéleos de
nuestra regién, especificamente de su actividad antibacteriana, es el centro de
atencién del presente trabajo. Para ello se utilizaron muestras de propoéleos

recolectadas en las distintas épocas del afio de la regién de Ures, Sonora.



ANTECEDENTES

Generalidades de Diferentes Especies de Vibrio

Las bacterias pertenecientes al género Vibrio han jugado un papel importante
en la historia humana. Se les conoce por vivir en ambientes acuaticos y causar
distintas lesiones ya sea en humanos o en animales. Dentro del género Vibrio
existen aproximadamente once especies que son patdégenas para el hombre
(West, 1989). Aguellas consideradas de importancia médica son V. cholerae, V.
parahaemolyticus y V. vulnificus (West, 1989; Thompson y col., 2006). Otros
organismos implicados como patdégenos oportunistas son V. alginolyticus, V.

fluvialis, V. mimicus, entre otros (West, 1989).

Vibrio parahaemolyticus es wuna bacteria marina causante de
gastroenteritis debido a la ingestion de mariscos infectados. Los pacientes
afectados por el microorganismo presentan una diarrea acuosa, acompafada
por sangre y mucosidad (Thompson y col., 2006; Chen y col., 2011; West,
1989).

Vibrio alginolyticus era considerado anteriormente como un biotipo de V.
parahaemolyticus, pero se propuso que era una especie diferente basandose
en la fermentacidn de la sacarosa y otras caracteristicas fenotipicas (Thompson
y col., 2006). Fue en 1973 el afio en que se considerd por vez primera a V.
alginolyticus como patdégeno humano, predominando en ambientes marinos y
gue se ha aislado de infecciones de tejido localizado como cortadas o
infecciones de oido (Thompson y col., 2006; Oliver, 2005).

La bacteria Vibrio vulnificus es un microorganismo capaz de causar
infecciones que ponen en riesgo la vida de personas que tengan una condiciéon
pre disponente como afecciones en el higado o un sistema inmunolégico

comprometido. La infeccion por este microorganismo patégeno puede resultar



de la ingestion de mariscos contaminados o por la exposicion de alguna herida
abierta a aguas contaminadas con Vibrio vulnificus. Las heridas infectadas
pueden progresar a un edema, celulitis, hasta una fascitis necrosante; mientras
gue la infeccién por alimentos contaminados, puede rapidamente progresar a
una septicemia primaria cuyos sintomas pueden ser fiebre alta, disminucion en

la presién sanguinea, hasta un choque séptico (Jeong y col., 2012).

Vibrio fluvialis se distribuye de amplia manera en ambientes acuaticos,
heces fecales de humanos y animales, drenaje y productos marinos (Thompson
y col., 2006; Igbinosa y col., 2010), y es una importante causa de diarreas
sanguinolentas parecidas al colera, asi como de infecciones en heridas con una
septicemia primaria en pacientes inmunocomprometidos, especialmente en

areas con un deficiente sistema sanitario (Igbinosa y col., 2010).

Descrito en un inicio como una cepa bioquimicamente atipica de Vibrio
cholerae (Hasan y col., 2010), V. mimicus es similar a la anterior,
particularmente a los serotipos no O1 y no 0139, pues comparten la mayoria de
sus procesos bioquimicos y algunos antigenos O. Sobrevive bien en aguas de
rios, lagos, estanques y ambientes estuarinos, por lo que se puede encontrar
asociado a zooplancton, crustaceos, moluscos, huevos de tortuga y pescado.
Las infecciones se dan por ingesta de mariscos contaminados o por la
exposicidn a cualgquiera de los elementos antes mencionados (Thompson y col.,
2006; Hasan y col., 2010).

Todas las bacterias que se han citado hasta ahorita suponen una
importancia clinica para el ser humano, pero es Vibrio cholerae la especie de
interés tanto para este trabajo como para el sector salud, puesto que es la
responsable de las pandemias que se han vivido a lo largo del tiempo (Murray y
col., 2000).



Generalidades de Vibrio cholerae

Vibrio cholerae es un bacilo curvo Gram negativo en forma de coma, de 2 a 4
um de longitud que posee un anico flagelo polar que le confiere una motilidad
activa. Bioquimicamente se caracteriza por dar positiva la prueba de la oxidasa,
siendo ésta una etapa clave en la identificacion preliminar de V. cholerae y otros
vibriones. Es una bacteria anaerobia facultativa que fermenta la sacarosa y la

manosa, pero no la arabinosa (Brooks y col., 2000).

La estructura de la membrana externa de los vibrios también es
relevante. El polisacarido O se emplea para subdividir las especies de Vibrio en
serogrupos: se han definido mas de 140 serogrupos de V. cholerae (01-0140).
Los serogrupos O1 y 0139 de V. cholerae sintetizan la toxina colérica y se
asocian a la aparicién de epidemias. El serogrupo O1 de Vibrio cholerae se
subdivide, a su vez, en serotipos y biotipos: se han reconocido los serotipos
Inaba, Ogawa e Hikojima. Se han definido dos biotipos de V. cholerae O1:
clasico y El Tor. Las cepas causantes de la sexta pandemia mundial
correspondian al biotipo clasico, mientras que casi todas las implicadas en la

séptima y actual pandemia son del biotipo El Tor (Murray y col., 2000).

Vibrio cholerae es el responsable de provocar cdlera, enfermedad
caracterizada por diarreas profusas. Las evacuaciones, parecidas a “agua de
arroz”, contienen, entre otras cosas, un gran numero de vibriones y se presenta
pérdida rapida de liquidos y electrolitos que conduce a la deshidratacion
profunda, colapso circulatorio y anuria. Sin tratamiento, la tasa de mortalidad es
de 25 a 50% (Brooks y col., 2000).

El Céleray los Antibidticos

La Organizacién Mundial de la Salud reporta que de las 10 principales causas

de mortandad en el mundo al afio 2008, las enfermedades diarreicas ocupan el



5° lugar con un estimado de 2.46 millones de muertes, es decir, el 4.3% de la
poblacién mundial. Dicha cifra es considerada de especial interés, ya que las
enfermedades diarreicas estaban consideradas como una afeccién minima que
aguejaba a la poblacion, situacién que ha provocado un renovado interés en el

control y prevencion de dichas enfermedades (Tabla 1) (WHO, 2008).

Mas aun, la OMS ha establecido que la actual pandemia de célera
abarca paises como América Latina, India, Europa, Estados Unidos de
Norteamérica y Africa, siendo este Ultimo el mas afectado dadas las
condiciones tan escasas de higiene y la ausencia de un efectivo sistema de
agua potable (WHO, 2001). La gran accesibilidad de viajar a sitios en donde
existe una alta incidencia de célera y la resistencia a diversos antibiéticos que
los microorganismos han desarrollado, hacen dificil el control de esta
enfermedad en todo el mundo. Las infecciones respiratorias agudas y
diarreicas, en conjunto con el sarampion, el paludismo vy la tuberculosis, son la
causa de mortalidad en mas del 85% de los casos por infeccion reportados en
el mundo (WHO, 2001). Es preciso entonces, encontrar una fuente alternativa
de tratamiento, es decir, de nuevos antimicrobianos, pues se reporta que la
contencién del célera se ha visto truncada por la resistencia que cepas del
agente patégeno han logrado formar contra cloranfenicol, doxiciclina,
estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclinas, entre otras. Mas aun, la OMS hace
referencia que se necesitan antibiéticos mas efectivos para reducir el tiempo y
costo de los tratamientos, disminuir la duracién del padecimiento y salvar vidas,
en vista de que las cepas drogo-resistentes siguen suponiendo una amenaza
en los brotes de epidemias (Sack y col., 2001).

La principal herramienta para el tratamiento y prevencion de las diversas
enfermedades infecciosas bacterianas en humanos y animales son los

antibioticos. Sin embargo, éste no es su Unico uso: también son desinfectantes



Tabla I. Las 10 principales causas de muerte en el mundo en el 2008.

Organizacion Mundial de la Salud, 2008.

Mundial Muertes en % de
millones muerte

Enfermedades cardiacas coronarias 7.25 12.8
Embolias y otras enfermedades cerebro-vasculares 6.15 10.8
Infecciones del aparato respiratorio bajo 3.46 6.1
Enfermedades pulmonares obstructivas cronicas 3.28 5.8
Enfermedades diarreicas 2.46 4.3
VIH/SIDA 1.78 3.1
Cancer de traquea, bronquitis o pulmones 1.39 2.4
Tuberculosis 1.34 2.4
Diabetes mellitus 1.26 2.2

Accidentes viales 1.21 2.1




de diversos materiales en los hospitales y son empleados en la conservacion de

alimentos, entre otros.

En general, los farmacos empleados en las terapias para combatir las
diversas enfermedades (incluidos los antibiéticos) son elaborados por sintesis
quimica y a partir de fuentes naturales. Asi pues, la naturaleza ha sido la
encargada de proveernos de los componentes antimicrobianos necesarios; pero
por el descubrimiento de bactericidas de distinto origen, como el fungico a

mediados del siglo pasado, ceso la busqueda de fuentes botanicas.

Propoleos

El interés de utilizar extractos de plantas como una fuente alternativa para
conservar la salud retomd sufuerza a finales del siglo XX. Las plantas sintetizan
mas de 100,000 metabolitos secundarios, algunos de los cuales poseen
actividad antimicrobiana (Domingo y LoOpez-Brea, 2003), posteriormente
secretan algunos de estos metabolitos en las hojas y en los brotes con el objeto
de protegerse de la luz ultravioleta, de los hongos e insectos (Grunberger y col.,
1988). Estas secreciones son recolectadas por las abejas (Apis mellifera) y las
mezclan con otros componentes para formar lo que se conoce como propéleos
(Castaldo y Capasso, 2002). Estos representan una fuente importante de

productos antibacterianos.

Las resinas, que activamente secretan y exudan las distintas plantas
cercanas a la colmena, son recolectadas por las abejas y las mezclan con cera
para formar los propdleos. Asi pues, la composicion de este producto depende
de la vegetacion del area donde fue recolectado (Banksota y col., 2000). Las
abejas le dan diversos usos: es empleado para tapar fisuras, pegar las partes
moéviles de la colmena, y mas importantemente, como desinfectante y
antibiotico. Por ejemplo, lo usan como recubrimiento de los paneles antes de la

puesta de los huevos por parte de la reina para desinfectar la zona donde se



desarrollaran las nuevas abejas. El ser humano ha utilizado a los propéleos de
diversas maneras que van desde la desinfeccién bucal, como complemento

dietético, hasta estar presentes en productos biocosméticos.

Investigaciones recientes han demostrado que los propéleos presentan
actividad antibacteriana, antiviral, antifungica, antiinflamatoria, antitumoral,
hepatoprotectora y antioxidante de los propéleos (Bankova, 2005; Al-Hariri,
2011). Debido a que estos mecanismos de defensa son dependientes de la
constitucion quimica de dichos productos naturales, se ha despertado una
situacion de creciente interés en la profundizacion del estudio de estos
compuestos naturales. Como lo reportan Banksota y colaboradores (2000), las
abejas recolectan los componentes necesarios para la elaboracién de los
propdleos de la vegetacion cercana a la colmena dentro de un perimetro de 3 a
4 km a la redonda. Por lo anterior, se dice que son las distintas caracteristicas
fitogeogréficas lo que le confiere una gran diversidad a la constitucion quimica

de lo propéleos.

Hay reportes en donde se han identificado mas de 180 compuestos
distintos de los propdleos estudiados (Castaldo y Capasso, 2002). De una
manera general, el 50% son resinas y aceites volatiles, 30% cera, 10% aceites
aromaticos, 5% polen y 5% de otras sustancias. Los propéleos de distintas
regiones presentan altas concentraciones de flavonoides, componente de

especial interés para este trabajo.

Bankova (2005) describe que los propoleos provenientes de regiones
europeas deben su poder antibacteriano a componentes tales como acidos y
ésteres, a derivados del &cido cafeico y a algunos flavonoides como
pinocembrina, acetato de pinobanksina, pinobanksina, entre otros. Este mismo
estudio reporta que los propdleos cubanos deben su efecto antibacteriano
frente a bacterias Gram positivas y negativas a las benzofenonas preniladas

que posee.



Los propdleos de diferentes areas geograficas, tales como Bulgaria,
Egipto, Brasil, entre otros, presentan actividad antibacteriana en contra de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli (Kujumgiev y col., 1999). Mas aun, en
las investigaciones de Takaisi-Kikuni y Schilcher (1994) se muestra que los
propoéleos de un area definida inhiben el crecimiento bacteriano interrumpiendo
la division celular. En este mismo estudio se demostr6 ademas, que los
propéleos ocasionaron la desorganizacion del citoplasma, de la membrana
citoplasmatica y de la pared celular, una bacteridlisis parcial e inhibieron la
sintesis de proteinas. Por todo lo anterior, es dificil asociar el mecanismo de

accion de los propdleos con algun antibiético tradicional.

En general, se han hecho estudios a cerca de propdleos en regiones que
van de climas tropicales hasta zonas templadas (Kujumgiev y col., 1999;
Popova y col., 2002; Mavri y col., 2012), como son las regiones de Europa, Asia
y Sudamérica principalmente, pero muy pocos son los desarrollados en zonas
desérticas o aridas y semiaridas (Velazquez y col., 2007; Hernandez y col.,
2007) de México.

En el estudio realizado por Velazquez y colaboradores (2007), se probo
la actividad antibacteriana de propdleos provenientes de tres provincias de
Sonora: Ures, Pueblo de Alamos y Caborca, tres regiones con clima desértico.
Para la evaluacién del efecto inhibidor de los propdleos, se utilizaron bacterias
Gram-positivas (S. aureus, E. faecalis y L. monocytogenes) y Gram-negativas
(E. coli y P. aeruginosa). En el estudio se demostré que los propéleos de la
region de Ures presentaron la mayor actividad antibacteriana, principalmente en
contra de S. aureus, seguido de Caborca y Pueblo de Alamos. Dicho estudio
estableci6 que la regién con mayor capacidad de inhibir el crecimiento de
bacterias fue Ures, cuya actividad fue en contra S. aureus principalmente,
seguido de Caborca y por dltimo, Pueblo de Alamos que no exhibié ningdn

cambio significativo. Asimismo, se ha demostrado que los propéleos
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provenientes del estado de Sonora poseen compuestos capaces de neutralizar
radicales libres (actividad antioxidante), determinandose que su composicion
quimica comprende principalmente constituyentes de tipo flavonoide siendo
pinocembrina, pinobanksina, acetato de pinobanksina, crisina y galangina los
compuestos mayoritarios presentes en las tres muestras de propoéleo
evaluadas. Mas aun, se aislaron e identificaron los flavonoides pinocembrina, 3-
O-acetato de pinobanksina y crisina de propoleos provenientes de Ures (Lugo-
Sepulveda, 2003). Todo lo anterior permite sentar las bases para el desarrollo
de futuras investigaciones con el propésito de identificar y caracterizar quimica
y biolégicamente los compuestos responsables de las actividades biol6gicas

mencionadas y de otras que seran evaluadas en un futuro.

Actualmente, dentro del mismo grupo de investigacion, se esta llevando a
cabo un estudio acerca de la inhibicién que los propdleos ejercen en contra de
bacterias Gram negativas in vitro, arrojando resultados favorables.
Adicionalmente, en este mismo estudio preliminar se estan probando propéleos
obtenidos en las cuatro distintas épocas del afio, esto con el objetivo de
conocer si hay alguna diferencia entre las muestras. Partiendo de este esquema
es que se pretende estudiar el poder inhibidor de los propdleos Sonorenses en

contra de bacterias Gram negativas in vitro e in vivo (Velazquez y col., 2007).

Temporalizacion de Propoleos

Diversos investigadores han estudiado los principales componentes que
constituyen a los propdleos (Popova y col., 2010; Park y col., 2002; Feng y col.,
2010). Hay diversas opiniones acerca de la variabilidad en la composicion de
los propdleos a lo largo del afio. Isla y colaboradores (2009) reporta que los
propéleos de una regidén de Argentina poseen un alto poder antioxidante y que
la mejor época para la recoleccion de dicho producto natural es de Octubre a

Diciembre, pues es en este periodo que se registraron los contenidos mas altos
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de compuestos fendlicos. Simoes-Ambrosio y colaboradores (2010) explica en
su trabajo que los propdleos obtenidos en el mes de Marzo, que corresponde al
comienzo del otofio en Brasil, exhibié un mayor efecto inhibitorio del proceso
oxidativo de neutrofilos que aquellos propdleos producidos en el verano,
presentando una variacion de la ICsp de 16.1 pg/mL a 7.0 pg/mL. Ain mas, en
el estudio hecho por Teixeira y colaboradores (2010), se comprueba que las
muestras de propoleos recolectadas mensualmente por un periodo de un afio,
revelaron una composicién quimica considerablemente diferente. De igual
manera, se probo la actividad antibacteriana de los propoleos de Brasil de las
diferentes estaciones del afio frente a bacterias como S. aureus, P. aeruginosa,
E coli y S. typhimurium, llegando a la conclusién que dichos propéleos tienen

una actividad bacteriostatica (Sforcin y col., 2000).

Es por lo anterior que en el presente trabajo se pretende establecer el
precedente de la actividad que puedan presentar los propdleos sonorenses en

las diferentes estaciones del afio (Valencia y col., 2012).

Modelo Murino de Infeccidn

El modelo de estudio animal por excelencia es el raton. El modelo murino ha
sido el mas estudiado, lo que permite poner en perspectiva diferentes procesos
bioldgicos. Al conocer que Vibrio cholerae coloniza el intestino delgado de los
humanos, se han utilizado muchos modelos animales con el objetivo de simular
la enfermedad y asi poder estudiar la patogénesis del célera (Klose, 2000).
Pero debido a que no todos lo modelos animales son susceptibles a la
colonizacién por el patdgeno causante del célera, se tuvo que buscar alguno,
resultando el modelo murino el mas adecuado para el establecimiento de la
enfermedad. Existen muchas publicaciones que utilizan a los ratones como
modelo de infeccion para V. cholerae, pero especificamente son los ratones

infantes los mas susceptibles a dicha infeccion (Baselski y col., 1977; Kirn y
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Taylor, 2005; Angelichio y col, 1999), argumentandose que ésta es
posiblemente debida al sistema de defensa tan pobre que posee su organismo.
La gran ventaja de utilizar un modelo murino infante de infeccion es que Vibrio
cholerae es capaz de expresar factores de virulencia en el intestino de los
ratones que se saben son importantes en la patogénesis de la infeccidn
producida en los humanos, indicando asi, que en éste modelo animal se puede

imitar la enfermedad, al menos hasta cierto grado (Klose, 2000).
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MATERIALES Y METODOS

Muestras de Propdleos

Las muestras se recolectaron de colmenas ubicadas en Ures de la temporada

2008-2009 (Tabla 1l). Dichas muestras se conservaron a -20°C y en oscuridad.

Obtencion de Extractos Metandlicos de Propdleos

A cien gramos de propéleos crudos se les afiadieron 300 mL de metanol grado
reactivo y se dejaron reposar por 24 h a 40°C. La solucion se filtré con gasa y el
metanol se evaporo a presion reducida en un rotavapor. El extracto metandlico
de propoleos (EMP) se secd en un horno al vacio a 40°C y posteriormente se

almaceno en la oscuridad a -20°C (Navarro, 2007; Salomao y col., 2004).

Efecto de Propdleos Sobre el Crecimiento Bacteriano

Soluciéon Concentrada de EMP

Cuarenta mg de EMP o compuesto puro se llevaron a un volumen final de 1 mL

con dimetilsulfoxido (DMSOQO) para obte ner una concentracion final de 40 mg/mL.

Solucién de Trabajo de EMP

A partir de las soluciones concentradas se realizaron diluciones en caldo
Mueller-Hinton (CMH), o caldo Tripticasa Soya con 2% de NaCl para obtener
soluciones de trabajo de 400.0, 200.0, 100.0 y 50.0 pg/mL (Navarro, 2007).
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Tabla Il. Coordenadas y plantas predominantes del lugar de recoleccion de

propéleos (Valencia y col., 2012).

Lugar de recoleccion

Coordenadas Plantas predominantes

Ures

Olneya tesota
Prosopis velutina
Populus fremontii
Cercidium microphyllum
N29°27°'W110°22' Bursera laxiflora
Celtis palida
Guaiacum coulteri
Jatropha cardiophylla

Lysiloma divaricata
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In6culo Bacteriano

Se prepar6 en una solucion salina estéril, a partir de un desarrollo de 12 horas
en agar Mueller-Hinton o agar Tripticasa Soya con 2% de NaCl, hasta lograr
una densidad o6ptica (DO) a 620 nm de 0.095 + 0.005, igual a la lectura de DO
del estandar 0.5 de MacFarland. El inéculo equivale a 102 UFC/mL (Jorgensen
y col., 1999). Las lecturas se realizaron en un lector de microplacas BioRad-

Benchmark (Apéndice 1).

Determinacion in vitro del Efecto Anti-vibrio

Se tomaron por triplicado 200 pL de cada una de las concentraciones de los
propdleos o del compuesto puro y se depositaron en microplacas de 96 pozos
de fondo plano. A un conjunto de estos pozos se les adiciond el inéculo
bacteriano y se preparé otro conjunto sin bacterias. Ademas se prepararon tres
pozos con 200 pL de caldo de cultivo conteniendo al antibiotico gentamicina (20
pg/mL), tres pozos con 200 L de caldo de cultivo con la maxima concentracion
del solvente al que las bacterias estan expuestas en los pozos de prueba, y tres
mas con caldo de cultivo como control de esterilidad. Los pozos de prueba vy los
controles se inocularon con 15 puL de la suspensién bacteriana previamente
estandarizada. Después de la inoculacion, la placa se incub6 a 36°C y se leyo
la densidad oOptica a 620 nm (DOez0) de los pozos a las 0, 6, 12, 24 y 48 horas.
Con las lecturas se realizaron curvas de desarrollo bacteriano, graficando
tiempo Vs DOegzo (Jorgensen y col., 1999). Para obtener la concentracion
minima inhibitoria (MICgyo), que se define como la concentracion mas baja de
propoleos que inhibe al menos el 90% del desarrollo bacteriano después de 24
h a 36°C, se aplico la férmula: (DOgz bacterias sin tratamiento — DOgzo
concentracion de prueba) / DOeszo bacterias sin tratamiento x 100 = 90%
(Navarro, 2007; Baizman y col., 2000) (Apéndice ).
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Cepas Bacterianas

Se ensayaron cepas de coleccién de S. aureus y E. coli donadas por el
Laboratorio de Microbiologia del Departamento de Ciencias Quimico Biologicas
de la Universidad de Sonora y distintas cepas del género Vibrio donadas por el
Laboratorio Estatal de Salud P ublica (Tabla IlI).

Determinacion in vivo del Efecto Anti-vibrio

Para establecer el modelo murino de infeccion para Vibrio cholerae, nos
basamos en el trabajo de Angelichio y colaboradores (1999). Se preparé un
cultivo de 18 horas en caldo Soya Tripticasa con 2% de NaCl de las distintas
cepas a probar con el consiguiente lavado del mismo en una solucion
reguladora de fosfatos. Para dicho lavado se centrifug6 el cultivo tres veces a
3000 xg por 20 minutos cada ciclo. Enseguida se procedio a estandarizar el
inéculo para obtener uno de 2x10° UFC/mL. Este inéculo se depositd
intragastricamente a ratones de la cepa CD1 de 4 a 5 dias de nacidos, en un
volumen total de 50 yL de un buffer de fosfatos estéril. Posteriormente, se
sacrificaron por dislocacion cervical a las 24 horas de incubacion, con la
consiguiente extraccion 'y homogenizacion de los intestinos. Dicho
homogenizado se filtrd utilizando gasa estéril y posteriormente se realizaron
diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000. Se tomaron 20 pL de cada una de estas
diluciones y se sembraron de manera masiva en placas con agar TCBS para el

conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).

El siguiente paso después de la estandarizacion de la infeccion, es la
determinacion de la inhibicion del crecimiento de Vibrio cholerae in vivo. Se
formaron 3 grupos de 5 ratones cada uno de la cepa CD1 de 4 a 5 dias de
nacidos. A los tres grupos se les infecté con 50 pL del agente patégeno en
estudio (2x10’ UFC/mL) en solucién reguladora de fosfatos estéril y a las 8

horas después de la infeccion se les aplicaron los distintos tratamientos. Al
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Tabla lll. Cepas de bacterias utilizadas.

Especies del género Vibrio utilizadas en el
experimental

. alginolyticus

. cholerae no O1

. cholerae O1 Inaba

. cholerae O1 Ogawa
. fluvialis

. mimicus

< < < < < < <

. parahaemolyticus
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primer grupo de ratones se les suministraron los propoéleos disueltos en
propilenglicol en una concentracién de 20 mg/mL, es decir, 1 mg a cada raton.
Al segundo grupo se les dieron unicamente 50 uL de propilenglicol como control
de solvente. Al tercer grupo se les administraron 50 pL de la solucion
reguladora de fosfatos. Asi mismo, se conservo un raton sano para el control
negativo de crecimiento bacteriano. Los ratones se sactrificaron a las 24 horas
post infeccion por dislocacion cervical, para después extraerles los intestinos,
homogenizarlos y hacer las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000. Una vez hechas las
diluciones, se sembraron en placas de cultivos con agar TCBS para contar las
UFC presentes. Se incluyeron en el conteo de UFC aquellas colonias que

presentaron una coloracion amarilla sobre dicho agar.

Anélisis Estadistico

Para los ensayos in vitro se realizd estadistica descriptiva calculando las
medias y desviaciones estandar de las lecturas de densidad Optica en las
curvas de desarrollo y se graficaron con el paquete Graphpad Prism V 3.02, asi
como también, se realizé un analisis de varianza comparando la actividad de las
diferentes concentraciones de los propdleos en estudio, asi como de las

distintas épocas de recoleccion.

El analisis para las determinaciones de la inhibicion in vivo se realizé por
medio de andlisis de varianza, utilizando el paquete NCSS (Number Cruncher
Statistical Software) 2000. Asi mismo se corrieron las pruebas de comparacién

multiple de Tukey-Kramer y Duncan.
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RESULTADOS

Los propdleos estudiados en el presente trabajo se recolectaron durante la
temporada 2008-2009 (Valencia, 2012). Se colocaron trampas hechas con
marcos de madera y mallas de plastico en las colmenas de las abejas; al final
de cada temporada, se retiraron dichas trampas para su posterior refrigeracion
y raspado. En la tabla IV se describen las caracteristicas fisicas y
organolépticas de los propéleos recolectados, tales como color, consistencia,

aspecto fisico y cantidad recolectada.

Actividad Antibacteriana in vitro de Propoleos Obtenidos en las Diferentes
Temporadas del Ailo Sobre E. coli ATCC 25922y S. aureus 6538P
Para confirmar el efecto que de los propdleos recolectados durante las
diferentes estaciones del afio sobre el crecimiento de bacterias Gram positivas
(S. aureus) y Gram negativas (E. coli) in vitro, se realizaron ensayos
antibacteriales utiizando el método de microdilucion en caldo descrito
previamente (Jorgenseny col., 1999). Todos los propdleos de Ures estudiados
inhibieron significativamente el crecimiento de S. aureus en una manera dosis
dependiente. Los propdleos que presentaron mayor actividad fueron los
recolectados en las temporadas de otofio y verano (otofio [MICgp = 50 pg/mL] >
verano [MICgy = 100 pug/mL] = primavera [MICgo = 100 pg/mL] > invierno [MICg
= 200 pg/mL] (Figura 1, Tabla V y Apéndice lll). En contraste, los extractos de
propoleos mostraron una actividad inhibitoria muy baja (MICgo = 400 pg/mL)
sobre E. coli (verano > primavera = otofio > invierno) (Figura 1, Tabla V y
Apéndice lll). Estos resultados estan de acuerdo con un numero significativo de
publicaciones (Silva y col., 2012; Vera y col., 2011; Castro y col., 2011) en
donde se establece que extractos de propdleos poseen una mayor actividad
inhibitoria del crecimiento sobre bacterias Gram positivas que sobre bacterias

Gram negativas.
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Tabla IV. Caracteristicas fisicas y organolépticas de propdleos recolectados

(Valencia, 2012).

Propéleos
., Aspecto . :
Estacion recolectados . Color Consistencia
fisico
(9)
Primavera 45 Terroso Cafe-verde Pegajoso
(ocre)
: Café-verde .
Verano 245 Hojuela (ocre) No pegajoso
Otofio 60 Terroso Café-amarillo Pegajoso
Invierno 8 Astilla Cafe claro- Muy pegajoso

verde
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Figura 1. Efecto de propodleos recolectados en las diferentes épocas del afio de la regién de Ures, Sonora
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Actividad Inhibitoria del Crecimiento de Propdleos de Ures, Sonora Sobre
Diferentes Especies de Vibrio
En estudios realizados en nuestro grupo de investigacion (Navarro-Navarro y
col., 2013) se observd que propdleos recolectados en Ures, Sonora exhibieron
un efecto inhibitorio significativo sobre el crecimiento de diferentes especies de
Vibrio (Gram-negativas). En el presente trabajo se extienden esas
observaciones y adicionalmente se evalud el efecto que tiene la época de
recolecciéon de propdleos sobre la actividad de este producto natural para inhibir
el crecimiento in vitro de las siguientes especies de Vibrio: V. cholerae no O1,
V. cholerae O1 Inaba, V. cholerae O1 Ogawa, V. alginolyticus, V.

parahaemolyticus, V. mimicus y V. fluvialis.

Los propdleos obtenidos en las cuatro diferentes épocas del afio
inhibieron de manera importante y similar el crecimiento de la mayoria de las
especies de Vibrio estudiadas. Las cepas mas susceptibles al efecto de los
propoleos fueron V. mimicus (MICyo de 100 pg/mL para verano y otofio); V.
cholerae no O1 a concentraciones mas elevadas (MICgo de 200 pg/mL en
cualquiera de las cuatro estaciones), efecto muy similar al que se observé con
V. cholerae Ol Inaba, con la diferencia que propdleos de primavera
demostraron una MICgo de 100 pg/mL. Las cepas mas resistentes a la accién
inhibitoria de propoleos fueron V. alginolyticus (MICgo de 400 pg/mL) y V.
fluvialis (MICgp de >400 pug/mL) (Figura 2, Tabla V1y Apéndice V).

Actividad Antibacteriana in vivo de Propdleos

Debido a que los propdleos obtenidos de la localidad de Ures presentaron un
potente efecto inhibidor in vitro sobre diferentes especies de Vibrio, se procedid
a explorar el comportamiento que este producto natural pueda tener en un
modelo murino de infeccion de Vibrio cholerae. Se utilizaron ratones de la cepa

CD1 de cuatro a cinco dias de nacidos. Este modelo murino de infeccién por V.
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cholerae se ha reportado eficiente para numerosos estudios en la identificacion
y caracterizacién de factores de virulencia involucrados en procesos diarreicos
en humanos (Klose, 2000; Oliver y col., 2007).

Como primer paso, se realizaron experimentos para seleccionar al
serotipo de Vibrio cholerae que mejor desarrolle una infeccién intestinal. Para
esto, se estudiaron tres serotipos de Vibrio cholerae: V. cholerae no O1, V.
cholerae O1 Inaba y V. cholerae O1 Ogawa. Los resultados revelaron que V.
cholerae no O1 y V. cholerae O1 Ogawa fueron incapaces de infectar de
manera significativa a los ratones de la cepa CD1, en otras palabras, la
recuperacion de bacterias 24 horas posterior a la administracion del indculo
bacteriano fue escasa o nula (Figura 3). Contrariamente, cuando se utiliz6 la
cepa de V. cholerae O1 Inaba, se observaron infecciones reproducibles en los
ratones, recuperandose un ndmero alto de CFUs (3.3x107 + 3.4x10°) por cada
raton infectado. Basado en estas observaciones, se seleccion6 a V. cholerae

O1 Inaba como la cepa bacteriana a utilizar en el modelo murino (Figura 3).

Una vez seleccionada la cepa bacteriana se procedié a estandarizar la
cantidad 6ptima de UFC a inocular. Para ello, se probaron in6culos bacterianos
que variaron de 5x10° a 24x10° UFC totales, resultando este ultimo inéculo el

que generd infecciones mas eficientes y reproducibles (Figura 4).

Posteriormente se determind qué concentracion de propdleos es la
correcta para ser utilizada en el modelo murino. Para ello, se emplearon
concentraciones que fueron desde los 0 hasta los 500 mg/kg. Las
concentraciones mas altas de 100, 125, 250 y 500 mg/kg resultaron ser toxicas
para los ratones lactantes induciendo su muerte, mientras que ratones tratados
con concentraciones de propoleos de 25 y 55 mg/kg mostraron una
sobrevivencia semejante al grupo de animales tratados con PBS o

propolenglicol (solvente utilizado para disolver los propéleos) (Figura 5).
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Figura 3. Relacién de la cepa bacteriana con respecto a la recuperacion de

UFC de los intestinos del raton lactante. Cada figura simboliza un individuo.
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Figura 4. Efecto del tamafio del in6culo de V. cholerae O1 Inaba en el grado de
infeccion. Recuperacion de unidades formadoras de colonias totales de V.
cholerae O1 Inaba del intestino de ratones lactantes, utilizando tres diferentes
inbculos estandarizados. Los resultados son representativos de al menos dos

experimentos independientes.
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Una vez establecidas las condiciones experimentales O6ptimas, se
procedid a realizar los ensayos in vivo. Grupos de ratones (n=5) fueron
inoculados con 2x10” UFC de Vibrio cholerae O1 Inaba y a las 8 horas post
infeccién, fueron tratados con PBS, propilenglicol o propdleos (25 mg de
propodleos/kg de peso del raton 6 0.1 mg de propoleos por cada raton). El grupo
de ratones tratados con propdleos mostr6 un nimero de UFC recuperadas
significativamente menor  (1.74x10°+1.1x10°) que los grupos control
(propilenglicol [1.4x10°%+1.4x10°], PBS [1.9x10°%+3.1x10°))

Estos resultados son considerados preliminares y sugieren que los
propdleos de Ures, Sonora, poseen una importante actividad antibacteriana in

vivo en contra de Vibrio cholerae O1 Inaba (Figura 6).
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DISCUSION

En el presente trabajo se evalud la actividad antibacteriana in vitro de los
propdleos recolectados en la regién de Ures, Sonora, en las distintas épocas de
la temporada 2008-2009, contra dos cepas representativas de bacterias Gram
positivas (S. aureus) y Gram negativas (E. coli), obteniendo resultados que son
congruentes con distintas publicaciones que demuestran que el efecto
antibacterial de los propdleos es principalmente en contra de bacterias Gram
positivas (Kujumgiev y col., 1999; Pepeljnjak y Kosalec, 2004; Uzel y col.,
2005).

Sin embargo, el trabajo realizado por Navarro-Navarro y colaboradores
(2013), demostrd que los propodleos provenientes de Ures, tuvieron un impacto
significativo en la inhibicion del crecimiento de diferentes especies de Vibrio. Ya
gue éstas pertenecen a la clasificacion de Gram negativas, en este trabajo se
profundizo en el estudio del comportamiento de los propsleos contra bacterias
pertenecientes al género antes mencionado. Los resultados aqui obtenidos
demostraron que los propdleos de Ures, Sonora, inhibieron de manera
importante la mayoria de las cepas pertenecientes al género Vibrio, resultando
ser V. mimicus la mas susceptible (MICgy de 100 pg/mL), seguida de V.
cholerae no O1 y V. cholerae O1 Inaba (MICgo de 200 pg/mL).

El comportamiento antibacterial de los propéleos recolectados en las
distintas temporadas fue estadisticamente distinta (Apéndice V), situacion que
concuerda con los resultados de actividades antiproliferativa y antioxidante
(Valencia y col., 2012). Como se observaron distintos comportamientos anti-
Vibrio de los propdleos recolectados en el desierto de Sonora, una explicacion
puede ser que presentan una composicién distinta, sea cualitativa o
cuantitativa, con respecto a muestras recolectadas de zonas similares a ésta,

por la flora nativa del lugar (Nakamura y col., 2010). Con respecto a lo anterior,
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Simoes-Ambrosio y col. (2010) reporta en su trabajo que la época de
recolecciéon de los propéleos no cambia significativamente la composicién
quimica de éstos en su perfil cualitativo cromatografico, pero que si puede
influenciar en el perfil quimico cuantitativo de éste producto natural.
Adicionalmente, en el estudio conducido por Hernandez y colaboradores (2007),
se describe que CAPE (éster fenetilico del acido caféico) tiene una fuerte
actividad antibacteriana contra de S. aureus y que solo esta presente en
muestras obtenidas de la regiébn de Ures, Sonora; Navarro-Navarro y
colaboradores (2013) demostraron que CAPE es uno de los compuestos puros
con mayor actividad anti-Vibrio, precedido por el flavonoide galangina. Por lo
tanto, CAPE estd jugando un papel muy importante en las muestras de
propodleos de Ures, Sonora en la inhibicion bacteriana. No hay que perder de
vista que la caracterizacion de los propéleos de Ures no ha sido concluida; aun
guedan componentes por identificar y que pueden estar contribuyendo a este
efecto inhibidor del crecimiento bacteriano. Ademés, falta dilucidar los
mecanismos de accién de los propéleos en contra de las distintas especies
bacterianas, si su accién se ejerce a nivel estructural de la célula o quiza

interrumpiendo algun proceso metabdlico.

Con base en los resultados anteriores y para complementar el trabajo,
también se llevaron a cabo determinaciones in vivo de la actividad inhibitoria
que presentan los propéleos de Ures. Para ello, se utiliz6 un modelo lactante de
ratobn de la cepa CD-1. Se seleccion6 este modelo animal porque posee un
sistema inmunoldgico inmaduro que facilita la colonizacion del agente patdégeno
en el intestino de estos roedores (Klose, 2000; Baselski y col., 1977; Kirn y
Taylor, 2005; Angelichio y col., 1999). La cepa bacteriana utilizada fue V.
cholerae O1 Inaba, pues fue la que presentd la infectividad mas alta entre las
cepas analizadas (V. cholerae no O1 y V. cholerae O1 Ogawa). Muy
probablemente V. cholerae no Ol no logré invadir el intestino debido a la

ausencia de la toxina colérica, mientras que V. cholerae O1 Ogawa puede ser
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una cepa menos virulenta que la cepa del serogrupo Inaba. En el estudio
llevado a cabo por Olvier y colaboradores (2007), se reporta que la
colonizacion prolongada por parte de cepas de V. cholerae pertenecientes al
biotipo EI Tor, depende de la presencia de toxinas accesorias como

hemolisinas, toxina RTX y hemaglutininas/proteasas.

Para encontrar la concentracion adecuada de propodleos a utilizar,
primeramente nos basamos en trabajos publicados (Dantas y col., 2006; Yousef
y col., 2009; Pagliarone y col., 2009; de Barros y col., 2007) cuyas relaciones
cantidad de propdleos/peso de ratdn, variaron entre los 25 hasta los 500 mg/kg.
Debido a que el peso promedio de los ratones lactantes fue de 4 gramos, al
utiizar las cantidades anteriores, resultaron toxicas para los animales
resultando en una mortalidad de hasta el 100% en los grupos a los que se les
administraron los propodleos. En posteriores experimentos se observd que a
partir de la relacién de 50 mg/kg, la tasa de supervivencia de los roedores
aumento, siendo la relacién de 25 mg/kg en donde casi el 100% de los ratones

por grupo sobrevivio.

Finalmente, al llevar a cabo el experimento, se observd que la cantidad
de UFC/mL recuperadas del grupo de ratones a los que se les administré el
propoleos, disminuy6 significativamente con respecto a los grupos control,
siendo este resultado muy sugestivo con respecto a la actividad anti-Vibrio de
los propdleos de Ures en un sistema in vivo. Nuevamente, se necesitan de mas
investigaciones acerca de como es que los propdleos actian, mas todavia en
un sistema vivo, en donde la cantidad de variables es mucho mas grande al
igual que los posibles resultados. Sin embargo, de los 3 experimentos que se
realizaron bajo las mismas condiciones de indculo, concentracion de propdleos,
cantidad de sujetos por grupo, etc, sélo en uno de ellos se observo dicho
comportamiento, por lo que este resultado no es concluyente y solo se podria

catalogar como un estudio preliminar. De cualquier manera, estos datos nos
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alientan a seguir indagando el comportamiento antibacterial in vivo que tienen
los propdleos de la regién de Ures, Sonora, utilizando este modelo murino de

infeccién bacteriana.

De manera general, los resultados aqui obtenidos demuestran que los
prop6leos de Sonora, presentan un gran potencial para el tratamiento de
infecciones causadas por distintas especies bacterianas. Al entender bien los
mecanismos de acciéon que presentan dichos productos naturales, se les podra

aprovechar al maximo su capacidad protectora.
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CONCLUSIONES

Los propdleos de Ures, Sonora, recolectados en las cuatro estaciones del
periodo 2008-2009, inhiben el crecimiento de distintas especies del género
Vibrio.

Existen diferencias estadisticamente significativas en la actividad

antibacteriana de los propdéleos recolectados en las distintas temporadas.

Se establecieron las condiciones experimentales para evaluar el efecto de

los propdleos in vivo en ratones lactantes de la cepa CD-1.

Observaciones preliminares nos permiten sugerir que los propdleos de Ures,
Sonora, recolectados en la temporada de verano, tienen un efecto en el

crecimiento in vivo de Vibrio cholerae O1 Inaba.
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APENDICES

Apéndice |. Elaboracién del inéculo bacteriano para las determinaciones

antimicrobianas in vitro, mediante el método de microdilucién en caldo.

Metodologia:

1. Se partié de un cultivo de 24 horas en un agar selectivo (TCBS, MacConkey).
Nota: si la muestra proviene de un medio de congelacién, se recomienda que
primero se realice una siembra de 24 horas en un medio liqguido (MUeller-Hinton
o Caldo Tripticasa Soya con 2% de NacCl, si se utilizaran distintas especies de

Vibrio) para aumentar el nimero de bacterias.

2. Se seleccionaron las colonias aisladas y con las caracteristicas particulares
de la cepa a estudiar del medio selectivo (TCBS, MacConkey) y se prepar6 un
cultivo bacteriano de 12 a 14 horas en agar no selectivo (Mueller-Hinton o

Tripticasa Soya Tripticasa con 2% de NacCl).

3. Enseguida, se volvieron a seleccionar colonias aisladas del medio solido
anteriormente mencionado, para depositarlas a un tubo con solucién salina
estéril y después leer su densidad Optica a 620 nm en el lector de microplacas

BioRad-Benchmark.

4. Se repitio el paso numero 3 hasta lograr obtener una lectura de densidad
6ptica entre 0.09 a 0.1, que equivale a 108 UFC/mL.
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Apéndice Il. Protocolo del método de microdilucién en caldo.

Materiales:

Matraz volumeétrico de 250 mL.

Probetas de 100 y 1000 mL.

Balanza analitica.

Placas petri de vidrio esterilizadas (5).
Placas petri de plastico para cultivos bacterianos.
Mechero de alcohol.

Encendedor.

Papel estraza.

Autoclave.

Tubos Falcon de 50 mL (15).

Puntas amarillas estériles.

Puntas azules estériles.

Placas de 3 0 12 pozos de fondo plano (2).
Placas de 96 pozos de fondo plano (1)

Micropipetas de 20-200 y 1000 pL.

Micropipeta multicanal que tenga la capacidad de tomar desde 15 pL hasta 200

ML.

Asa.
Soluciones:

Caldo Tripticasa Soya (Bacto™ Tryptic Soy Broth de BD).

30 g del medio se disuelven en 1000 mL de agua destilada. Calentar un poco la
mezcla hasta que se disuelva, enseguida depositar el caldo en los tubos de 40

ml y se esteriliza.

Solo se ocuparon 400 mL, por lo que:
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30 g. de caldo ------------- 1000 mL agua destilada

X e 400 mL de agua destilada X=12 g de caldo + 8 g.
de NaCl

SI SE VA A TRABAJAR UNICAMENTE CON Vibrio cholerae, NO ES
NECESARIO QUE SE ANADA NaCl. EN EL CASO QUE TAMBIEN SE VAYA A
TRABAJAJAR CON OTRAS ESPECIES DE Vibrio, ENTONCES Si SE UTILIZA
EL NaCl, CON EL FIN DE HOMOGENIZAR PROCEDIMIENTO A REALIZAR
FRENTE A TODOS LOS Vibrios.

Placas con Agar TCBS

89 g. del medio se disuelven en 1000 mL de agua destilada. Calentar hasta
ebullicion y hervir por 1 a 2 minutos; no esterilizar y distribuir en cajas petri de
plastico.

Solo se ocuparon 200 mL, por lo que:

89 gde TCBS ------------- 1000 mL agua destilada
X -------------- 200 mL agua destilada X=17.8gde TCBS
DMSO

Estéril y listo para su uso.

Solucidon Salina

8.5 g de NaCl se disuelven en 1000 mL de agua deionizada, se colocan de 5-8
mL en tubos de vidrio de boca ancha con tapdn. Aparte se vierten 40 mL en un
tubo Falcon de 50 mL. Todo se esteriliza y estaré listo para su uso.

Gentamicina

Lista para su uso. La concentracion final de gentamicina a utilizar durante el
experimento (en los pozos de prueba) es de 12.0-20.0 pg/mL.

Muestras de propdleos de Ures

Se conservan en la obscuridad a 37°C.
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Metodologia:

1. Preparar un cultivo de 12-14 horas de Vibrio cholerae.

2. En la campana, hacer las diluciones de los propéleos a estudiar en placas de
12 o0 6 pozos de acuerdo al esquema 1. Enseguida, depositar por triplicado 200
pUL de cada una de las concentraciones finales de los propdéleos en estudio.
Dejar la microplaca en resguardo dentro de la campana hasta poder continuar
con el trabajo.

3. Elaborar el in6culo bacteriano en solucién salina estéril hasta una D.O. entre
0.09a0.1 a620 nm.

4. Depositar en los pozos de prueba y en los controles respectivos, 15 uL del
indculo bacteriano previamente estandarizado.

5. Realizar la lectura correspondiente al tiempo cero (T=0) en un lector de
microplacas a 620 nm.

6. Incubar la placa y tomar las lecturas correspondientes a las 6, 12, 24 y 48
horas de incubacion.

7. Utilizando el Software Prism, elaborar las graficas correspondientes al
desarrollo y/o inhibiciébn del crecimiento bacteriano utilizando las lecturas
durante las 48 horas.
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Apéndice lll. Tabla 5. Concentracion minima inhibitoria (MICsg), (MICg) de los propéleos de Ures recolectados
en las cuatro diferentes épocas del periodo 2008-2009, frente a S. aureus ATCC 6538P y E. coli ATCC 25922.

1514

Cepa Estacion MICso (Mg/mL) MICgo (Mg/mL)

S. aureus ATCC 6538P Primavera 100 200
Verano 50 100
Otofio 50 50
Invierno 50 100

E. coli ATCC 25922 Primavera 200 >400
Verano 400 400
Otofio 400 >400

Invierno 400 >400




Apéndice IV. Tabla 6. Concentracion minima inhibitoria (MICsp), (MICg) de los
propoleos de Ures recolectados en las cuatro diferentes épocas del periodo

2008-2009, frente a diferentes especies del género Vibrio.

Cepa Estacion MICsp (ug/mL) MICgp (ug/mL)
V. mimicus ATCC Primavera 50 200
33653 Verano 50 100
Otoiio 50 100
Invierno 50 200
V. cholerae no O1 Primavera 50 200
Verano 50 200
Otoiio 50 200
Invierno 50 200
V. cholerae O1 Inaba Primavera 50 100
Verano 50 200
Otofio 100 200
Invierno 50 200
V. cholerae O1 Ogawa Primavera 100 400
Verano 100 400
Otofio 100 400
Invierno 100 400
V. parahaemolyticus Primavera 200 200
ATCC 17802 Verano 200 200
Otofio 200 200
Invierno 400 400
V. alginolyticus Primavera 400 400
Verano 400 400
Otofio 200 400
Invierno 200 200
V. fluvialis Primavera 400 >400
Verano 400 400
Otofio 400 >400
Invierno 400 >400
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