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RESUMEN

Este estudio se realizé para evaluar la actividad antibacteriana del extracto etandlico de propodleo al 20%
y 40% sobre una cepa de origen canino de Staphylococcus aureus perteneciente al Laboratorio de
Microbiologia e Inmunologia del DCV de la Universidad Centroccidental “Lisandro Alvarado® UCLA y
comparar su efecto con antibitticos comerciales. El propdleo fue colectado usando mallas de polietileno
colocadas en las colonias de Apis mellifera scutefiata de la Estacion de Apicultura de la misma Institucién,
con el objeto de preparar los extractos alcohdlicos al 20% y 40%. La cepa clinica de S. aureus N°® 7695,
aislada de un canino Terrier con diagndsticos de pioderma facial y ofitis externa; fue inoculada en tres
placas de Agar Mieller-Hintom en las cuales fueron depositados discos impregnados con 10 ul de las
soluciones alcohdlicas de propdleo al 20% y 40% y un tercer disco control de solucidén alcohélica sin
propéleo respectivamente. Un estudio de sensibilidad antimicrobiana in vitro fue realizado utitizando la
técnica de difusion por discos con tos extractos de propdleo ya descritos y discos de antibioticos comerciales
de Neomicina 30 pg, Enrofloxacina 5 nug y Penicilina 10 U.I. El criterio de evaluacidén de la actividad
antimicrobiana del propclec se baso en la medicidn en mm del didmetro del halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano. Los datos fueron analizados mediante analisis de varianza de una sola via y
prueba de Duncan para comparar las medias entre los tratamientos. Los resultados revelaron que la
solucién alcohdlica de propdleo al 40% tiene actividad antibacteriana sobre 1a cepa de S. aureus comparado
con el control; siendo su efecto antimicrobiano mederado en comparacion con los antibiéticos comerciales
usados en este estudio.
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ABSTRACT

This study was done to evaluate the antibacterial activity of ethanolic extract of propolis at 20% and 40% on
a canine clinical strain of Staphylococcus aureus belonging to the Mycrobiology and Inmunology Lab of the
Veterinarian School de ia Universidad Centroccidental "Lisandro Alvarado” UCLA and to compare its effect
to commercial antibiotics. The propolis was collected using polyethylene traps inside the colonies of Apis
mefiifera sculeliata from the Apicultural Station at UCLA with the purpose to prepare the ethanclic extract of
propolis at 20% and 40% respectively. The canine clinical strain of S. aureus number 7685, isolated from a
Terrier with external otitis and facial pyoderm. These colonies were standarized and inoculated into three
Petri dishes with Mueller-Hintom Agar to which were deposited discs embebed with 10 pl of the alcoholic
solution of propolis at 20% and 40% respectively. A control disc with alcohelic selution without propolis was
prepared as a control treatment. A sensibility microbial test was done in vitro by diffusion tecnique with
discs using the ethanolic extracts of propolis as well as the discs with the commercial antibiotics such as
Neomicin 30 pg, Enrofloxacin 5 ug, and Penicilin 10 U.I.. The evaluation criteria of the antimicrobial activity
of the propolis taked into account the measurements in mm of the diameter of the inhibitory zone. Data were
analyzed using one way ANOVA and the Duncan tests to compare the means between treatments. The
results revealed that alcoholic selution of propolis at 40% had antibacterial activity on S. aureus compared
te control treatment. Its antimicrobial effect was moderate compared to the commercial antibiotics used in
this study.
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INTRODUCCION

El propéleo es una resina de color verdoso-
amarillento parduzco recclectada por las abejas
obreras de las yemas jovenes de algunas especies de
arboles. Este producto es usado por las abejas como
sustancia cemento para tapar las grietas en el inte-
rior de la colmena, para barnizar sus paredes y dar
mayor soporte a la estructura de los panales, asi como
para embaisamar enemigos naturales y cadaveres que
por su gran tamano las abejas se ven imposibilitadas
de sacar fuera de la colmena; o cuando ocurre un brote
de enfermedades infecto-contagiosas que ponga en
peligro la supervivencia de la colonia. En el proceso
de recoleccidn, transperte y almacenaje del propdleo,
las abejas le adicionan compuestos enzimticos que
le confieren propiedades terapéuticas invalorables
tanto para la medicina humana come veterinaria.

Diversos autores han reportado en el propdleo, la
presencia de compuestos flavonoides, ésteres del 4cido
caféico y Acidos diterpénicos (Moreno et al. 1999;ABD
EL Hady & Hegazy, 1994, 2002; Amoros et al.
1992,1994; Bankova et al. 1996, 2002) los cuales son
responsables de las propiedades bacteriostaticas,
bactericidas, antivirales y fungicidas de este producto
de la colmena, ampliamente documentadas tanto in
vivo como in vitro.

El propéleo ha sido usado en medicina desde
tiempoes muy remotos, especialmente por sus
propiedades antimicrobianas (Miorin et al. 2003). Sin
embarge, algunos autores han reportado la existencia
de variaciones significativas de estas propiedades,
segdn la zona de origen donde ha sido colectada esta
resina (ABD EL Hady & Hegazy, 2002) y la concentracion
del extracto de propéleo (Bankova ef al. 2002).

La bacteria Staphylococcus aureus representa una
de las especies bacterianas patogenas de mayor
importancia en la practica clinica de pequefos
animales. Los integrantes de este género bacteriano
considerados como bacterias comensales de piel y
mucosas en los animales y en el hombre; son
clasificados de acuerdo a su potencial de virulencia
en dos grandes grupos: Staphylococcus no productores
de la enzima coagulasa denominados como coagulasa
negativos (Ej: S. epidermidis, S. saprophyticus entre
otros) v los Staphylococcus coagulasa positivos (Ej:
S. aureus, S. intermedius y 5. hyicus} de acuerdo con
Roberts et al. 2005)

Las infecciones piogénicas de piel conocidos como
Piodermas en los caninos, son producidas en mas del
60 % de los casos por especies de Staphylococcus
coagulasa positiva (Birchard & Sherding, 2001; Greene,
1993; Roberts et al. 2005) especificamente por las
especies S. aureus y 5. intermedius, los cuales se

consideran organismos iniciadores de estas patologias
con tendencia al desarrollo de piodermas cronicos,
recurrentes, profundos y predisponentes a la infeccion
secundaria bacteriana en especial por Pseudomonas
spp, Proteus spp y E. coli.

En caninos y en los humanos el S. aureus, es
considerado un agente etioldgico importante en las
infecciones dérmicas superficiales y profundas, siendo
una de sus principales caracteristicas la resistencia
ante los antibidticos usados con frecuencia para
controlarlas, tales como: la penicilina, terramicina y
la estreptomicina. De igual manera, ha sido seiialado
por algunos autores (Roberts et al. 2005) que algunas
mascotas en especial los caninos, son considerados
reservorios de especies bacterianas ampliamente
resistentes a los antibidticos como el 5. aureus. En
virtud de los diversos reportes de resistencia
antimicrobiana que presenta esta bacteria, se¢ propone
la utilizacion de formulas terapéuticas naturales
basadas en el propdleo a diferentes concentraciones,
como producto natural generado en la colmena. Por lo
tanto, el propdsito de este trabajo es evaluar la accion
antibacteriana de dos concentraciones de un bio-
preparado de propdleo en el control de un aislado
clinico de S. aureus proveniente de un canino con
lesiones de pioderma facial superficial y otitis externa,
y comparar su efecto con antibidticos comerciales con
la finalidad de investigar y profundizar un poco mas
sobre las propiedades antimicrobianas de este
producto de la colmena y su posible aplicacién en la
medicina veterinaria y humana.

MATERIALES ¥ METODOS

Este trabajo fue realizado en los Laboratorios de
la Estacién de Apicultura y del drea de Microbiologia e
lnmunologia del Decanato de Ciencias Veterinarias de
la Universidad Centroccidental Lisandro Alvarado, las
muestras de propdleo fueron colectadas de las colonias
de abejas en los apiarios de la Estacion de Apicultura
y los bio-preparades fueron elaborados segln la
metodologia de Peschanskii (1973).

£l propdleo usado para elaborar tos bio-preparados
fue obtenido en mallas tipo mosquito, de plastico, con
dimensiones de 45 cm de largo por 55 c¢m de ancho,
las cuales fueren colocadas durante 30 dias, una en
cada cotmena que conferman los apiarios de la Estacion
de Apicultura de la Universidad Centreccidental
“Lisandro Alvarado”. Para obtener el peso real del
propdlec, se procedia a comparar el peso de la malla
al momento de instalarla con respecto al peso de la
malla cubierta de propélec una vez cosechado de la
colmena, por diferencia se obtuvo el peso neto del
propoleo a ser utilizado como materia prima para la
elaboracion de las tinturas; este peso promedic oscilo
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en 40 g/malta/colmena. Las mallas con propdleo
fueron retiradas de las colonias e introducidas en
bolsas de polietileno y transportadas en cavas con hielo
hasta El Laboratorio de Apicultura donde fueron
congeladas a -4°C por 48h,

EL propdleo fue retirado de las mallas congeladas
usando la técnica de frotacién manual, para luego
proceder a preparar dos sotuciones de propdlec, una
al 20% vy otra al 40%. Para ello, se maceré por 30 min
en un mortero de porcelana 20 g y 40 g de propéleo
respectivamente, al cual se le adiciond 100 cc de etanol
al 96%, se filtrd con gasa quirdrgica y el filtrado se
coloco en un frasco color ambar en un lugar oscuro a
una temperatura de 27 “C paor 7 dias hasta el momento
de su utilizacion

El microorganismo seleccionado para el estudio
corresponde a un aislade clinico de $. aureus cepa
N° 7695 perteneciente a la colegcic’m de bacterias del
Laboratorio de Diagnéstico del Area de Microbiologia
e Inmunologia det Decanato de Ciencias Veterinarias.
Dicha cepa fue aislada a partir de la secrecién
purulenta de un canino macho, raza Terrier, de 2 anos
con diagnostico de Pioderma facial y otitis externa
ingresado al Hospital Veterinario “Humberto Ramirez
Daza” del Decanato de Ciencias Veterinarias de la
UCLA, y conservada en refrigeracion a 4°C en tubos
de Agar nutritivo (BBL™). La identificacidn de la
especie S. aureus fue realizada siguiendo los esquemas
biogquimicos de clasificacion taxondmica para bacterias
de importancia clinica y siendo consideradas las
caracteristicas morfoldgicas y afinidad tintorial de la
bacteria a la tincidn de Gram, morfologia colonial en
placas y patrones de hemdlisis de agar sangre (Oxoid
Limited), fermentacion del manitel, {Oxoid Limited)
y agar nutritivo (BBL™) y los resultados positivos de
las pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa, coagulasa
y DNAasa {Carter & Cole 1990, Finegold & Baron, 1993,
Mac Faddin, 1980).

Con el objeto de evaluar la actividad antibacteriana
in vitro del extracto de propdteo; fueron impregnados
9 discos (5 mm) de papel estéril, tres con 10 mt de
extracto alcohdlico de propdleo al 20%, tres con 10 ml
de extracto alcohdlico de propolec al 40%
respectivamente, y tres discos con alcohol etilico al
96% sin propalec como control negativo.
Posteriormente, siguiendo la técnica de la Prueba de
Difusion por Discos modificada por (Kirby- Bauer, 1996)
y normalizada por la OMS en 1976 (Vandepitte et al.
1993) ; fueron inoculadas tres placas de Agar Mieller-
Hintom con el indculo liguido de S. aureus ajustado al
patron de turbiedad de Mc Farland (9 x 10° células/
ml} cubriende toda la superficie, sobre la cual luego
de unos minutos fueron colocados los discos
previamente preparados con solucién de propéleo a
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las diferentes concentraciones y el control,
procediéndose a incubarlos a 35 °C por 18 h. El criterio
de evaluacién de la actividad antimicrobiana del
propoleo se baso en la medicion del didmetro (en mm)
del halo de inhibicidon del crecimiento bacteriano
observado para cada uno de los discos,

En un segundo experimento, se compar¢ el efecto
antimicrobiano de los extractos de propéleo al 20% y
al 40% con antibidticos comerciales recomendados por
su alto efecto bactericida sobre la cepa en estudio.
Para ello, se procedio a colocar los discos impregnados
con solucidn alcohéblica de propoleo a las
concentraciones sefialadas, un disco impregnado de
sotucidn alcohdlica sin propéleo como control negative

y los discos comerciales de Neomicina 30 pg (Sensi
Disk™_ Becton Dickinson BBL, Made in USA),

Enrofloxacina 5 pg (Baytril® . Bayer AG, Leverkusen.
Made in England), Penicillin 10 UI/IE/UI (Sensi
Disk™ . Becton Dickinson BBL. Made in USA); sobre la
superficie de las placas de Agar Mieller-Hintom
inoculadas con S. aureus, siguiendo la técnica ya
descrita (Kirby & Bauer, 1996; Vandepitte et al. 1993},
cuya interpretacion se evalud siguiendo el mismo
criterio de medicion de los didmetros (en mm) de los
halos de inhibicidn de crecimiento bacteriano para los
cuales se usaron tres réplicas y un control. Después
de 18 h de incubacion a 35 °C, se midi6 con una regla
el didmetro de los halos de inhibicion de crecimiento
de S. aureus en cada placa y se compard con los indices
de las tablas estandarizadas de inhibicién de
crecimiento bacteriano, para reportar los resultados
en términos: sensible, intermedio y resistente. Los
datos colectados fueron analizades mediante un
anéalisis de la varianza de una sola via, usando la Prueba
de Duncan para la comparacion de las medias entre
los tratamientos aplicados.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla | se presentan los resuttados del efecto
de dos concentraciones de la solucién alcohdlica de
propoleo en un cultivo de S, aureus en donde se
observa una notoria inhibicion del crecimiento de la
bacteria en el contorno de los discos impregnados con
las soluciones alcohdlicas de propdleo, mientras que
en los discos impregnados con solucién alcohélica sin
propoleo no se observd inhibicion del crecimiento
bacteriano. Estos resultades evidencian la accibn
antimicrobiana de propdleo en solucion alcohdlica a
través de la inhibicién del crecimiento de la bacteria
S. aureus. Los resultados de esta investigacion
concuerdan con los obtenidos por (ABD EL Hady &
Hegazy, 2002), quienes determinaron la actividad
antimicrobiana del propdleo proveniente de tres
provincias al Este del Delta del Nile en Egipto, sobre
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los microorganismos S. aureus, Escherichia coli y
Cdndida albicans. Esos autores reportan que todas las
muestras obtenidas de \as tres provincias presentaron
una evidente inhibicidn del crecimiento bacteriano y
del hongo respectivamente, siendo el propéteo
proveniente de la region de Sharkia el que tuvo mayor
actividad antimicrobiana contra S, aureus. Resultados
similares fueron reportados por (Miorin et at. 2003;
Moreno et al. 1999} en Argentina en muestras de
extractos etandlicos de propoleos de diferentes
regiones fitogeograficas de la Republica, los cuales
presentaron actividad antimicrobiana contra bacterias
Gram positivas que afectan a los humanos: §. aureus,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,
Enterococcus faecalis. Estos autores sefialan que todos
los extractos etandlices de propoleo estudiados
mostraron actividad antibacteriana sobre las bacterias
Gram positivas, no observindose inhibicion del
crecimiento de las bacterias Gram negativas
ensayadas.

Es importante sefalar, que la actividad
antimicrobiana del propdleo varia segln los
compuestos quimicos presentes en la fuente botanica
de donde las abejas colectan el mismo (Bankova et
al. 2002; Marcucci 1995; Miorin et al. 2003) motivo
por el cual se hace necesario identificar los diferentes
compuestos responsables de la actividad
antimicrobiana de cada zona apibotanica y determinar
la calidad de este producto de la colmena.

En la Tabla Il se ilustra la sensibilidad de las cepas
de S. aureus con respecto a la solucion alcohélica de
propdleo usado a dos concentraciones y comparadas
con los antibidticos comerciates donde se observa, que
el mayor valor en el halo de inhibicion del crecimiento
bacteriano correspondid a la penicilina como producto
comercial con un didmetro promedio de 44,6 mm,
mientras que para los extractos de propéleo el mejor
tratamiento fue la solucién al 40% con un valor
promedio en diametro del halo de inhibicién de
crecimiento bacteriano de 11,8 mm. Sin embargo, al

analizar los datos estadisticamente, mediante la
prueba de Duncan, se observd que no existieron
diferencias significativas entre los tratamientos
(P< 0,0001) para un a= 0.05.

En virtud de los resultados obtenidos en esta
investigacién y debido a la resistencia generada por
los antibiéticos comerciales, el uso del propéleo podria
considerase come una alternativa viable y econémica
para controlar las infecciones cutaneas producidas por
esta bacteria, considerando las dificultades
terapéuticas presentadas en los tratamientos de los
piodermas caninos causados por especies de
Staphyloccocus. La aplicacidn tépica exclusiva de
extractos de propéleo se muestra como una propuesta
terapéutica econdémica y efectiva para el tratamiento
de las dermatitis o Piodermas por Staphylococcus en
caninos.

Dado su efecto antibacteriano in vitro y tomando
en cuenta otras propiedades curativas atribuibles al
propdteo como son la capacidad anti-inflamatorio, anti-
ruriginosa y cicatrizante se podria inferir un potencial
uso de este producto de la colmena tanto en la medicina
veterinaria como humana.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta
investigacion, se concluye que la solucion alcohdlica
de propéleo tiene un efecto antimicrobiano sobre la
bacteria S. aureus en las concentraciones usadas. Et
efecto antimicrobiano de la solucion alcohélica de
propéleo fue moderado con respecto a los antibidticos
comerciales usados en este estudio, evidenciada por
el tamario del diametro en mm del halo de inhibicién
de crecimiento bacteriano.

AGRADECIMIENTO

Los autores desean expresar un profundo
agradecimiento al personal técnico de los Laboratorios
del Area de Microbiologia e Inmunologia y de La
Estacion de Apicultura del Decanate de Ciencias

TABLA [: Actividad antimicrobiana del extracto etandlico del propélec (EEP) sobre S. aureus.

DIAMETROS DE HALOS DE INHIBICION DE CRECIMIENTO
BACTERIANG (mm)
Rl R2 R3 PROMEDIO
EEP 20% 9 8 13 10
EEP 40% 10 11 14 12
Control negativo 0 0 0 0

** E) valor o significa que no hube halo de inhibicion del crecimiento bacteriano en el tratamiento control; R1,R2yR3

significan las réplicas vsadas en el ensayo.
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TABLA L. Diémetros de los halos de inhibicién del crecimiento bacteriano (mm) por accién del extracto etanélico de propélea (eep) en

comparacién con los antibidticos comerciales,

ANTIBIOTICO RESISTENTE INTERMEDIO SENSIBLE PROMEDIO
R1 R2 R3
Neomicina 25 25 25 25
Enrofloxacina 31 31 a2 31,5
Penicilina 45 45 44 44,6
EEP al 20% 8 8 13 10
EEP al 40% 10 11 14 12
Control **( 0 o 0

** El valor 0 significa que no hubo halo de inhibicién del crecimiento bacteriano en el tratamiento
comirol EEP (Extracto Etandlico de Propéleo). R1, R2 Y R3 significan las réplicas usadas en el

ensayq,

Veterinarias de la Universidad Centroccidental
“Lisandro Alvarade” por todo el apoye brindado du-
rante la realizacion de este trabajo.
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