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Efecto biocida de extractos hidrosolubles de propdleos de abejas Apis mellifera'y
Trigonas sp sobre Escherichia coliy Staphylococcus aureus

Introduccion

La organizacion mundial de la salud (OMS) destaca que las infecciones por microorganismos
como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, son responsables cada afio de unos tres
millones de muertes en el mundo (V).

Estas bacterias en los ultimos anos han sido capaces de desarrollar innumerables mecanismos
de resistencia a los antibiéticos, en el caso de Staphylococcus aureus, que tiene resistencia
progresiva a los antibiéticos betalactamicos, macrdlidos, lincosamidas y glicopéptidos, asi como
también la Escherichia colii, con mecanismos de resistencia como la produccion de
betalactamasa de expectro expandido (BLEE), la expresion de sistemas de excrecion (efflux
pumps), que evitan que el farmaco alcance su blanco intracelular y las mutaciones que inhiben

el contacto del antibiético con el sitio de accion impidiendo la entrada del mismo a la bacteria
(1.2),

Una de las principales causas de la resistencia bacteriana ha sido el uso indiscriminado de los
antibioticos. Por eso en enero del 2006, en Venezuela se reguld su distribucién condicionando
su venta a la presentacion del récipe médico; sin embargo se determiné mediante el Programa
Venezolano de Resistencia Bacteriana que la resistencia de las bacterias continué en aumento
aun después de esta regulacion ().

Este incremento de los mecanismos de resistencia, es un problema que preocupa a los
especialistas en el area de la salud, especialmente aquellos que involucran al bacilo
Gram-negativo Escherichia coli, el cual es uno de los microorganismo que con mayor frecuencia
ocasiona infecciones en el ftracto urinario, meningitis, peritonitis, septicemia y diarrea
hemorragica, asi como también al coco Gram-positivo Staphylococcus aureus, que produce
graves infecciones en pacientes hospitalizados, en piel, tejidos blandos, huesos, aparato
genitourinario e infecciones oportunistas (:5),

En este sentido, se ha desplegado diferentes investigaciones a nivel nacional e internacional
para el estudio de sustancias naturales que poseen algunas propiedades farmacoldgicas con
efectos antimicrobianos ). Una de las sustancias estudiadas con mayor actividad
antimicrobiana son los propdleos, que son resina céreas, de composicion compleja y
consistencia viscosa que las abejas elaboran y utilizan en la construccién y proteccién de la
colmena, especialmente evitan la contaminacion del panal con agentes biolégicos extrafios (7).

Entre los compuestos quimicos del propdleo se encuentran aldehidos, acidos y esteres
alifaticos, aminoacidos, acidos y esteres aromaticos, chalconas, dihidrochalconas, flavanonas,
flavonas, flavonoides, &cidos grasos, cetonas, terpenoides, esteroides y azucares ). Sin
embargo, entre los principios activos del propdleo a los cuales se le atribuyen la actividad
antimicrobiana estan los flavonoides. Entre las abejas productoras de propdleo tenemos las Apis
mellifera, que tienen un aguijén y lo usan para defender la colmena, siendo estas abejas las
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principales de la industria apicola. También estan las Trigonas sp., que son abejas sin aguijon y
para defender la colonia se enredan en el pelo de las victimas o se introducen por los ojos, nariz

y boca. Las mieles de ambas abejas son utilizadas para remedios caseros (11,

La mayoria de las investigaciones apuntan hacia propéleos producidos por abejas Apis mellifera
y en menor grado sobre propdleos de abejas sin aguijon, asi como también la mayoria de los
trabajos evallan extractos etandlicos y no hidrosolubles. Es por ello que, la presente
investigacion evalué el efecto biocida del extracto hidrosoluble de propdleos de abejas Apis
mellifera y Trigonas sp. sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus, determinando la
concentracién minima Inhibitoria o bacteriostatica (CMI) y la concentracion minima bactericida
(CMB).

Materiales y métodos

Se utilizé un disefio cuasi experimental, de tipo descriptivo de corte transversal.
Extractos hidrosolubles de propodleos

Se utilizé un extracto hidrosoluble concentrado (100%) de propdleo producido por abejas con
aguijon Apis mellifera y un extracto hidrosoluble concentrado (100%) de propdleo producidas por
abejas sin aguijon Trigonas sp. ambas recolectadas y elaboradas artesanalmente en San
Antonio del Tachira, Estado Tachira, Latitud 07°48'52"N, Longitud 72°26'35"W, Venezuela.

Paralelamente se utilizé un extracto etandlico de propdleo (EEP) al 50% de abejas Apis mellifera
elaborado en el mismo apiario, con la finalidad de tener un punto de comparacién del efecto
inhibitorio.

Cepas en estudio

Se trabajé con las siguientes cepas American Type Culture Collection (ATCC): Escherichia coli
ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, obtenidas del Centro Venezolano de
Coleccion de Microorganismos (CVCM) y conservadas en el cepario del Laboratorio de
Diagnéstico Bacteriolégico de la Universidad de Carabobo, Venezuela.

Reactivacion de las cepas bacterianas

A fin de reactivar las cepas (ATCC) de Escherichia coliy Staphylococcus aureus conservadas en
el cepario, se inocularon en caldo infusion cerebro corazén (BHI) marca BD BBL™, se incubaron
durante 24 horas a 37°C para su reproduccién. Luego se sembraron en agar sangre.

Preparacion de las suspensiones bacterianas

Del agar sangre se tomaron colonias aisladas suspendiéndolas en caldos BHI hasta alcanzar la
turbidez del patrén 0,5 % Mc Farland equivalente a 1,5 x 108 UFC.

Preparacion de las diluciones dobles seriadas

Se utilizé el método de macrodilucién en tubos la cual se describe a continuacion siguiendo las
especificaciones de Gil y colaboradores en el afio 2012 (12, con algunas modificaciones: se
dispusieron 10 tubos 12 x 75 para cada propdleo y por cada bacteria a evaluar. Las diluciones
fueron dobles seriadas. Cada tubo contenia 500 pL de caldo Mdueller Hinton marca BD BBL™
menos el primero que correspondié al EHP puro, al tubo 2 hasta el tubo 8 se realizaron las
diluciones dobles seriadas 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, de esta manera las
concentraciones obtenidas desde el tubo 1 al 8 fueron: 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%,
1,56%, 0,78%. El tubo 9 correspondi6 al control de viabilidad de la bacteria (control positivo) y el
tubo 10 correspondié al control de esterilidad del propdéleos (control negativo). Una vez
realizadas las diluciones se procedié a inocular cada tubo menos el tubo 12 con 50 pL de la
suspension bacteriana de E. coli y S. aureus, correspondiente a cada serie al 0,5% de turbidez
Mc Farland. Se incubaronpor 24 horas a 37 °C (12),
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Determinacion de la actividad bacteriostatica y bactericida

Siguiendo el protocolo de Gil y colaboradores 2012 (12), trascurrido el tiempo de exposicion de
las bacterias con las distintas concentraciones de cada propodleo, se procedioé a tomar 10 uL de
cada tubo para sembrarlo en placas de BHI, utilizando la técnica de siembra en superficie con
espatula de Drigalski, asi mismo también se tomé con asa calibrada 10 uL de cada tubo y se
inoculé en caldo BHI. Ambos procedimientos se incubaron durante 24 a 48 horas a 37°C.
Posteriormente, se observé si hubo o no crecimiento del microorganismo tanto en las placas
como en los caldos, determinando de esta manera las diluciones en la que se consigue la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB)
respectivamente (12).

Controles utilizados durante el desarrollo de la metodologia

En cada ensayo se utilizd un control de viabilidad, el cual garantiza que el microorganismo es
capaz de reproducirse en el agar y en el caldo BHI, también se utilizd un control de esterilidad
con la finalidad de garantizar que los propdéleos no estuviesen contaminados. Adicionalmente los
tubos y en las placas donde se observo crecimiento bacteriano se realizo tincién de Gram vy las
pruebas bioquimicas convencionales para su identificacion, con la finalidad de confirmar si se
trata de las bacterias utilizadas o de una posible contaminacién.

Analisis estadistico

Se realizé un anadlisis de varianza de un factor con 3 niveles a través de la prueba no
parameétrica ANOVAUnivariante con el fin de contrastar si existen diferencias entre las medias de
cada nivel. Posteriormente se realizaron comparaciones entre los propdleos a través de la
prueba de TukeyHSD, para identificar el tratamiento con mayor inhibicién con un 99% de nivel de
confianza.Se utilizé el paquete estadistico SPSS version 19.

Resultados

Se puede destacar que la concentracion minima inhibitoria (CMI) se entiende como el valor de la
menor dilucién que inhibe completamente o parcialmente el desarrollo de las bacterias sobre el
agar BHI. Mientras que la concentracion minima bactericida (CMB) es el valor de la menor

dilucién en la que no se observa crecimiento de las bacterias ni en agar ni en caldo BHI (12),

Los resultados obtenidos en la determinacion del efecto bacteriostatico y bactericida del EHP de
Apis mellifera sobre Escherichia coli se pudo evidenciar que no hubo efecto bacteriostatico pero
si bactericida cuya CMB fue de 50% (Tabla 1), mientras que sobre Staphylococcus aureus se
pudo evidenciar que la CMI fue de 25% y la CMB de 50% .
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Tabla 1. Efecto bacteriostatico y bactericida del extracto hidrosoluble de
propélecos de Apis mellifera sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Escherichia coli  Staphylococcus aureus

Propoleos (%) Placas Tubos Placas Tubos
UFC UFC

100 0 - 0
50 0 - ]

25 =100 + o517 +

12,5 =100 + 3045 4

6,25 =100 + =100 +

3,12 =100 + =100 e

1,66 =100 * =100 +

07 =100 + =100 +

0.3 =100 + =100 +

01 =100 + =100 +

Control positivo =100 + =100 +
Control negativo 0 5 9]

+Turbidez, - sin crecimiento bacterniano, UFC: Unidades Formadoras de Colonia

En la determinacién de la concentracion del efecto bacteriostatico y bactericida de EHP de
Trigonas sp. sobre Escherichia coli'y Staphylococcus aureus (Tabla 2) se pudo observar que no
hubo efecto bacteriostatico pero si bactericida sobre ambas bacterias, obteniéndose la CMB a
100% es decir puro.
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Tabla 2. Efecto bacteriostatico y bactericida del extracto hidrosoluble de
propéleos de Trigonas sp. sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Escherichia coli  Staphylococcus aureus

Propoleos (%) Placas Tubos Placas Tubos
UFC UFC

100 0 - 0 -

50 =100 + =100 +

25 =100 & =100 +

12,5 =100 + =100 +

6,25 =100 + =100 *

3,12 =100 + =100 +

1,56 =100 & =100 +

0,7 =100 + =100 +

03 =100 + =100 +

01 =100 + =100 +
Control Positive =100 + =100 +
Control negativo 0 - 0 -

+ Turbidez, - sin crecimiento bactenano, UFC: Unidades Formadoras de Colonia

Finalmente, se compararon los resultados obtenidos de ambos EHP con un EEP. Con el EEP se
obtuvo una CMI 1,56% y CMB de 3,15% para Staphylococcus aureus mientras que para
Escherichia coli no hubo efecto bacteriostatico pero si bactericida CMB de 12,5%.
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M2 vs M3 p = 0.01
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Figura 1. Comparacion del efecto inhibitorio de los Propdéleos sobre Staphylococcus
aureus
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Figura 2. Comparacion del efecto inhibitorio de los propéleos sobre Escherichia coli

Discusion

El analisis estadistico arrojo que existe diferencia significativa (p= 0,000230) en los resultados
obtenidos con los propoleos hidrosolubles sobre las cepas estudiadas, siendo el EHP de Abejas
Apis mellifera mas efectivo que el EHP de Trigonas sp, pues este ultimo solo tiene efecto si se
usa puro (100%). Sin embargo el EEP posee mayor efecto antimicrobiano que los EHP.

Al analizar el trabajo de Gil y colaboradores en el afio 2012 (12), quienes estudiaron la actividad
bacteriostatica y bactericida de un extracto etandlico de propdleos venezolano del Estado
Cojedes de abejas Apis mellifera sobre bacterias enteropatégenas, se observa que obtuvieron
una CMI 8% y CMB 11% sobre E. coli O157:H7 es decir, al compararlo con el presente estudio
consiguieron una CMB mas baja que las alcanzadas con los EHP pero similar a la del EEP (12),

Por otra parte, los resultados obtenidos en la presente investigacién apoyan lo expresado por
Carrillo y colaboradores en el afio 2011 (13), quienes aseguran que se obtienen CMB menores
con los extractos etandlicos de propdéleos que con los acuosos o hidrosolubles, debido a que en
la fraccion etandlica es donde existe mayor cantidad de flavonoides y otros compuestos
fendlicos a los que se les atribuye la actividad antibacteriana, mientras que en los acuosos e
hidrosolubles hay menor proporcién de estos compuestos debido a que el propdleo es poco
soluble en agua (19

En relaciéon a la efectividad de los extractos de propdleos hidrosolubles sobre la bacteria
Gram-positiva (S. aureus) y la Gram-negativa (E. coli), se pudo evidenciar que no hubo
diferencias significativas entre ambas bacterias (p= 0,500000), esto implica que los propdleos
son de buena calidad, ya que tuvieron efecto antimicrobiano sobre ambos tipos de bacterias,
tanto en la Gram-positiva como en la Gram-negativa, esto es importante resaltarlo, ya que
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existen propdleos de otros paises que no son capaces de inhibir bacterias Gram-negativas (7-8),
sin embargo la similitud en la eficacia encontrada en la presente investigacion es contradictorio a
lo que han descrito otros autores (6:13.14) quienes aseguran que los propdleos bien sean
acuosos o etanodlicos son mas efectivos contra bacterias Gram-positivas que contra las
Gram-negativas e incluso algunos trabajos como el de Madigan y colaboradores 2004 (15),
explican que tal diferencia podria deberse a la composicién de las paredes celulares de cada
grupo de bacterias, ya que la pared de las Gram-negativas es bastante compleja mientras que
las Gram-positivas estan formadas solo por un tipo de molécula ('®. Segin Garedew y
colaboradores 2004 ('®) |a membrana externa de las bacterias Gram-negativas imposibilita o
retarda la penetracion de los propdleos sobre todo en bajas concentraciones o que presentan
factores de resistencia multidroga que evitan la accién de toxinas anfipaticas (16).

Cabe destacar que en Venezuela se han realizado estudios que evalian la actividad
antimicrobiana de EEP Venezolanos sobre bacterias Gram-positivas como S. aureus,
Enterococcus faecalis, y Micrococcus luteus y Gram-negativas como E. coli, K. pneumoniae,
Elizabethkingia meningoseptica, Complejo Acinetobacter baumanni/calcoaceticus, P. aeruginosa,
Salmonella sp., Shigella sonnei, Shigella flexneri, Yersinia enterocolitica y Escherichia coli
enterohemorragica 0157:H7 6:11.12.17) con resultados favorables en todos los casos y similares
al emanado en esta investigacion con respecto a las especies que coinciden, pero no hay
estudios nacionales que reporten CMI y CMB de EHP autéctonos con los cuales se pueda
comparar los resultados obtenidos en el presente articulo.

En cuanto al género de abeja, se observé que el extracto hidrosoluble de propdéleos de las
abejas Apis mellifera requirid6 de menor concentracidon para inhibir las bacterias estudiadas que
el extracto hidrosoluble de propdleos de las Abejas Trigonas sp. La diferencia en la inhibicién
observada fue estadisticamente significativa, esto puede deberse a que las abejas Apis
melliferas y Trigonas sp. elaboran los propdleos de forma disimil y aunque ambos géneros de
abejas provenian de la misma zona geografica, se conoce que el origen vegetal de los propdleos
de las abejas sin aguijon es distinto al de las A. mellifera, aun en un mismo habitat ('), Estas
diferencias en su elaboracién probablemente afectan la composicion quimica. Segun Manrique
2008 (), expresa que los propdleos provenientes de abejas Apis mellifera poseen mayor
concentracion de flavonoides que las producidas por abejas sin aguijon, siendo los flavonoides
uno de los principales compuestos con actividad antibacteriana ('), los cuales ejercen su accién
inhibiendo la motilidad bacteriana, desorganizando el citoplasma, la membrana citoplasmatica y
la pared celular causando bacteridlisis parcial e inhibiendo la sintesis proteica. Todo ello, hace
que la bacteria sea mas vulnerable al ataque del sistema inmunolégico y por ende potencia la
accion de los antibidticos (18:19),

Es asi como, se puede resumir que las diferencias de efectividad observadas con los distintos
propoleos dependen de varios factores, entre ellos el solvente empleado, la procedencia del
propdleo y de la especie bacteriana evaluada (13.14.20-22) 'y anexando la presente experiencia se
agregaria el tipo de abeja que lo produce. Por otra parte, hay que destacar que la produccion de
propoleo y de miel de las abejas Trigonas sp. es cuatro 6 cinco veces menor que la de las

abejas del género Apis, siendo la extraccion de Trigonas sp. mas engorrosa y menos comercial
(23)

Por todo lo anteriormente expuesto, se concluye que ambos EHP provenientes de San Cristébal,
estado Tachira Venezuela, tienen efecto antimicrobiano frente a las bacterias estudiadas, siendo
el EHP producido por abejas con Aguijon Apis mellifera mas efectivo que el EHP producido por
abejas sin aguijon Trigonas sp. Esto sugiere que la calidad y composiciéon quimica de los
propoleos estan directamente relacionadas con el tipo de abeja que los produce. También se
corrobora que los EEP son mas efectivos que los EHP.

La inhibicion observada entre la bacteria S. aureus (Gram-positiva) y E. coli (Gram-negativa)
estudiadas frente a ambos extractos hidrosolubles de propdleos (EHP), pese a sus diferencias
estructurales fue indistinto.

Tomando en cuenta la importancia clinica que poseen ambas bacterias y recordando que cada
dia aumenta la resistencia bacteriana a los antibiéticos, se concluye que el EHP puede ser
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usado como una nueva alternativa en los tratamientos antimicrobianos.

Por otra parte, se recomienda comparar los extractos hidrosolubles de propéleos de diferentes
regiones del pais e incluso con propdleos de otros paises sobre las mismas bacterias
estudiadas, para comprobar la calidad y eficacia del producto. Asi mismo, esta investigacion
permite destacar la importancia del propdleo para la salud y al mismo tiempo proporciona datos
cientificos de interés para la industria manufacturera que viene aumentando la fabricaciéon de
productos a base de propoleo.

Es evidente la necesidad de realizar estudios adicionales especialmente en la composicion
quimica de los distintos propdleos producidos en el pais, asi como también investigar en
profundidad los efectos bioldgicos de los propdleos in vivo.
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