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RESUMEN

Los propdleos son un producto natural y resinoso recolectado por las abejas Apis
mellifera, utilizados por las abejas para la construccién, reparacion y proteccion
de las colmenas, debido a sus propiedades mecanicas y actividades bioldgicas.
El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la actividad
antibacteriana in vitro de extractos de propéleos de diferentes zonas de El
Salvador, describiendo las caracteristicas organolépticas de los propdleos, y
preparacion de extractos hidroalcoholicos, por maceracion asistido de ultrasonido
y secados por liofilizacion. Luego se determinaron las propiedades quimicas
identificando cualitativamente metabolitos secundarios por TLC, donde una de
las muestras present6 flavonoides, otra presentd chalconas, nueve presentaron
triterpenos, una diterpenos y ninguna cumarina. Se prepararon diluciones
utilizando como solvente DMSO al 10%, para poder determinar los ensayos
microbiolégicos frente a las cepas de S. typhimurium, E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, B. subtillis y Candida albicans. Los ensayos microbiolégicos llevados a
cabo fueron difusion en agar, donde el extracto de Huizucar presentd actividad
antimicrobiana contra S. typhimurium y el de San Alejo contra B. subtilis. Ademas,
se realiz6 CMI para los dos microorganismos sobre los cuales se encontrd
existencia de actividad antimicrobiana y se obtuvo una CMI de 2048 pg/mL y
4096ug/mL para S. typhimurium y B. subtillis respectivamente. Asi mismo se
realizd curva de muerte a partir de la CMI encontrada para los extractos con
actividad antimicrobiana. Conjuntamente se realiz6 visualizacién al microscopio
electronico de barrido observandose deformacion completa de las células
microbianas. Investigacion fue desarrollada en las instalaciones del Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador y el Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el
periodo de junio de 2019 a septiembre de 2020 y realizando la recoleccion de los

propoleos en el periodo de mayo a septiembre de 2019.
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1.0 INTRODUCCION

Los propdleos son un producto natural y resinoso recolectado por las abejas Apis
mellifera de exudaciones de arboles y plantas que luego pueden ser
transformadas debido a la mezcla con las glandulas salivares de las abejas
recolectoras, los cuales son utilizados por las abejas para la construccion
reparacion y protecciéon de las colmenas, debido a sus propiedades mecanicas y
actividades biolégicas. Dichas actividades biologicas estan ampliamente ligadas
a la composicién quimica, la cual, a su vez, depende de factores como la flora

circundante, zona geogréfica, climatica y estacion del afio de recoleccion.

La presente investigacion ha sido llevada a cabo con el propésito de evaluar la
actividad antimicrobiana de extractos de propdleos con muestras pertenecientes
a laregion, ya que existe poca informacion respecto a la composicion quimica de

propoleos de El Salvador y su relacidén con la actividad antimicrobiana.

En este estudio se estudiaron las diferentes caracteristicas organolépticas
estipuladas por la Norma Salvadorefia Obligatoria: Calidad de propdleo crudo
NSO 65.19.02:03. Y asi apreciar la variabilidad en ellas segun la zona geogréfica
de nuestro pais. Conjuntamente, se evalud la presencia de metabolitos
secundarios como triterpenos, diterpenos, flavonoides, chalconas y cumarinas en

los extractos hidroalcohdlicos preparados.

Adicional a esto, se evalud su actividad antimicrobiana frente a diferentes
microorganismos como Escherichia coli ATCC25922, Pseudomona aeruginosa
ATCC9027, Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC14028, Bacillus
subtillis subsp. spizizenii ATCC6633, Staphylococcus aureus ATCC25923 y
Candida albicans ATCC10231 mediante ensayo de difusion en agar lo cual

permitié conocer cuales de estos extractos presentaban actividad antimicrobiana
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y poder determinar, en conjunto, su concentracion minima inhibitoria (CMI) por el

método de microdilucién en caldo y curva de muerte.

Al determinar la presencia de actividad antimicrobiana, se llevd a cabo
visualizaciones en microscopia electrénica de barrido, que permitieran observar
el posible dafio celular causado por los extractos de propéleos sobre los

microorganismos.

Dicha investigacion fue desarrollada en las instalaciones del Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador y el Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el
periodo de junio de 2019 a septiembre de 2020 y realizando la recoleccion de los

propoleos en el periodo de mayo a septiembre de 2019.



CAPITULO I

OBJETIVOS



2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de extractos de propdéleos de

diferentes zonas de El Salvador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

222

2.2.3

224

2.2.5

Describir caracteristicas organolépticas como color, aspecto, olor,
consistencia y sabor de las muestras de propdleos segun la Norma
Salvadorefia Obligatoria: Calidad de propéleo crudo NSO
65.19.02:03

Preparar extractos hidroalcohélicos de propdleos obtenidos de las

muestras de las diferentes zonas geomorfoldgicas de El Salvador

Determinar el perfil cromatografico de los extractos obtenidos
mediante la identificacion de triterpenos, chalconas, diterpenos,

flavonoides y cumarinas por cromatografia en capa fina.

Demostrar la existencia de actividad antibacteriana in vitro de los
extractos de propoleos frente a Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Bacillus subtillis,
Staphylococcus aureus y Candida albicans mediante ensayos de

difusiéon en agar, concentracion minima inhibitoria y curva de muerte.

Evidenciar el dafio celular causado por los extractos de propodleos

mediante microscopia electronica de barrido.
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3.0 MARCO TEORICO
3.1 Propdleos.

Los propdleos son una sustancia resinosa natural recolectada por las abejas Apis
mellifera, a partir de las exudaciones de arboles y plantas. Estas sustancias
pueden ser modificadas por la adicién de secreciones salivares proporcionadas

por las abejas. (76)

Estos constituyentes son biotransformados por la adicion de cera y por accion de
la enzima 1,3-glicosidasa, producida en las glandulas salivares de abejas. Las
abejas depositan propdleos en las colmenas, donde tiene papel importante para
cerrar rendijas, mantener la temperatura interna estable, recubrir el cuerpo de
animales muertos dentro de la colmena y en la proteccion contra la proliferacion

de microorganismos. ()

Las caracteristicas morfolégicas varian segun la disponibilidad de las variedades
vegetales y las condiciones ambientales. Por ello, su color puede variar del pardo
rojizo al amarillo verdoso y oscurecerse hasta el negro dependiendo de su origen
y la edad. Pero incluso propdéleos transparentes han sido reportados. Posee un

olor aromatico caracteristico agradable, y de sabor fuerte y picante. (4)

Los propodleos son un material lipofilico en su naturaleza, duro y quebradizo y se

vuelve blando, flexible, gomoso y muy pegajoso cuando se calienta. (77)
3.2 Composicion quimica de propéleos.
La composicion exacta de los propoleos puros varia de acuerdo con la region, la

planta proveedora de resina y la especie de abeja recolectora, reflejando la

diversidad de actividades bioldgicas que este producto presenta. La constitucion
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quimica basica es una mezcla de ceras, resinas, balsamos, aceites esenciales y

polen. (s

En general, se compone de 50 a 60% de resinas y balsamos (flavonoides, acidos
fendlicos y ésteres); 30 a 40% de ceras (acidos grasos de cadena larga); 5 a 10%
de aceites esenciales (aceites volatiles); 5% de granos de polen (proteinas);

microelementos y vitaminas. 1)

Se han identificado méas de 300 componentes en diferentes muestras, hasta 150
en la fraccion aromética, mas de 100 compuestos para una misma muestra y
todavia se estan reconociendo nuevos durante la caracterizacién quimica de
nuevos tipos de propdleos. Las proporciones de las diversas sustancias

presentes en los propodleos dependen de su lugar y hora de recoleccion. (77)

Se han utilizado muchos métodos analiticos para la separacion e identificacion
de los componentes de los propdleos y las sustancias identificadas pertenecen a
los siguientes grupos de compuestos quimicamente similares: polifenoles; acidos
benzoicos y derivados; alcohol cinamico y acido cinamico y sus derivados:
hidrocarburos sesquiterpénicos y triterpénicos; derivados de benzaldehido; otros
acidos y sus derivados; alcoholes, cetonas y compuestos heteroaromaticos;
alcoholes terpénicos y sesquiterpénicos y sus derivados; hidrocarburos alifaticos;
minerales; esteroles e hidrocarburos esteroideos; azucares y aminoacidos. La

composicién cualitativa de los propéleos se describe en el cuadro N°1.
Los compuestos volatiles estan presentes en bajas cantidades. Algunos
compuestos son comunes en todas las muestras de propdleos y determinan sus

propiedades caracteristicas. (77)

Los propdleos de diferente origen contienen distintos componentes. Algunos
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componentes estan presentes en muchas muestras de diversos lugares. (77) El
origen geografico de la muestra de propdleos varia con su actividad biologica
debido a las cambiantes condiciones climaticas. Los principales compuestos
esenciales responsables de las actividades biolégicas son los polifenoles, los
acidos aroméaticos y los &cidos triterpénicos. La composicion heterogénea
también esta relacionada con la flora especifica de la regién y los tratamientos

de la materia prima. (77

Cuadro N°1. Composicion cualitativa principal de propéleos. 7

Acidos organicos Acido benzoico, Acido gélico

Acido caféico, acido fertlico, acido cinamico,

Acidos fenélicos acido fenilico, acido isofenilico acido p-
cumarinico.
Aldehidos arométicos Vainillina, isovainillina
Cumarinas Esculetol, escopoletol.
Acacetina, crisina, pectolinarigenina,
Flavonas o
tectocrisina
Galangina, izalquinina, kaempférido,
Flavonoles ) o
guercetina, ramnocitrina.
Flavanonas Pinostrobina, sakuranetina.
Dihidroflavononas Pinobanksina.
Terpenoides Limoneno, cimeno y estireno
) Totarol, acido isocuprésico, acido
Diterpenos ) o
imbricatdlico, manool.
Triterpenos a- amirina, f— amirina, lupenol, lupenona.

3.3 Actividad biol6gica de propdleos.

Los propéleos han sido utilizados sistematicamente en la medicina popular por
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diferentes civilizaciones a lo largo de los siglos. Las caracteristicas biolégicas
estan directamente relacionadas con la composicion quimica, que puede ser un
problema debido a la variedad de condiciones, incluyendo la flora del lugar y
época de recoleccion, la técnica de procesado, asi como las especies de abejas.

(61)

Las ceras presentes en los propdéleos no tienen actividad terapéutica probada, y
constituyen alrededor del 30 a 40% del total de la muestra. El resto corresponde

a la parte biolégicamente activa. (e4)

Las actividades bioldgicas para este producto natural incluyen actividad
hepatoprotectora, antitumoral, imunomodulatoria, antifingica, regenerativa,

cicatrizante, anestésica, antioxidante y antimicrobiana. ()

3.4 Actividad antimicrobiana de propoéleos.

La actividad antimicrobiana de los propdleos esta intimamente relacionada a los
compuestos quimicos que lo constituyen, siendo atribuida a la presencia de
compuestos flavonoides (galangina y pinocembrina), derivados de los &cidos
benzoico, ferulico y cafeico, acidos fendlicos y sus ésteres, asi como aldehidos
fendlicos y cetonas. En el cuadro N° 2, se muestran diferentes microorganismos

frente a los cuales se ha evidenciado actividad antimicrobiana. s) s8) (77)

Fue una de las primeras propiedades constatadas. Mdultiples estudios
bacteriolégicos tanto in vitro como in vivo, han confirmado la accion
bacteriostatica y bactericida que se le atribuye a los propoleos. Los propdéleos son
considerados una mezcla de grandes potencialidades para el tratamiento de
afecciones provocadas por diferentes microorganismos en seres humanos y

animales; atribuyéndosele propiedades farmacoldgicas tanto a nivel sistémico
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como dermatolégico. Extractos etandlicos de propdleos han mostrado una
actividad bactericida frente a Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomona aeruginosa, Escherichia coli. Los extractos etandlicos han
mostrado una gran complejidad quimica, lo que sugiere la presencia de
compuestos que estan implicados en la inhibicion de bacterias Gram positivas y

Gram negativas. (s0) (77)

Cuadro N°2. Microorganismos frente a los cuales se ha evidenciado actividad
antimicrobiana de propéleos. (ss)

Bioactividad Comentarios Actividad

Bacillus subtilis, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Eschericia coli 0O157:H7; Listeria monocytogenes,
o ) Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Salmonella
Antimicrobiana . o .
thypimurium, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae y | In vitro
Vibrio parahaemolyticus

Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Shigella y

Yersinia enterocolitica.

Absidia corymbifera, Aspergillus fumigatus, Aspergillus
sulphureus, Candida albicans, Candida krusei, Candida
tropicalis, Candida glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis, C.
Antifingica famata, C. pelliculosa, Collectrichum gloeosporioides, | In vitro
Cryoticiccus neoformans, Trichophyton mentagraphytes,
Phytophthora  capisisi y  Phytophthora infestans,
Phytophthora parasitica y P. ohmeri

La actividad frente a los microorganismos esta mas relacionada al efecto
sinérgico de los flavonoides (y otros fenoles), que a la accion de cada uno de
ellos por separado. Los mecanismos de accion antibacteriana utilizan varios

mecanismos, como la formacion de complejos estreptococicos pseudo
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multicelulares, desorganizacion del citoplasma, de la membrana plasmatica y de
la pared celular, bacteridlisis parcial, e inhibiciébn de la sintesis de proteinas.
Ademas, ha observado una inhibicion de la division celular en presencia de
propodleos y este hecho sugirié que los propdéleos podrian actuar inhibiendo la
replicacion del ADN a través de la ARN polimerasa e indirectamente, afectando
la division celular. El &cido cindmico y algunos flavonoides desactivan la energia
de la membrana citoplasmaética, inhibiendo la motilidad bacteriana, haciéndolas
mas vulnerables al ataque del sistema inmunolégico y potenciando los

antibidticos. (74

3.5 Staphylococcus aureus
3.5.1 Generalidades

Desde su descubrimiento por el médico Alexander Ogston en 1880,
Staphylococcus aureus es considerado un patégeno con gran potencial para
causar multiples infecciones en el humano y en los animales. Staphylococcus
aureus es la especie tipo del grupo, considerada la mas virulenta. Este puede ser
adquirido a través del contacto con otras personas o por exposicion al ambiente.

(82)

Estos microorganismos se encuentran en la piel y mucosas del ser humano.
Originan una gran variedad de enfermedades que pueden poner en riesgo a la
vida, como infecciones de la piel, en los tejidos blandos, los huesos y el aparato
genitourinario. Pueden presentar resistencia a multiples antibidticos en especial

a los beta lactamicos y las penicilinas semisintéticas. (33

3.5.2 Caracteristicas morfolégicas

El Staphylococcus aureus es un coco inmovil, de 0.8 a 1 micrémetro de diametro,
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que se divide en tres planos para formar grupos de células irregulares semejantes
a racimos de uvas. Los racimos irregulares son caracteristicos de extendidos
tomados de cultivos que se desarrollan en medios solidos, mientras que en otros
cultivos son frecuentes las formas de diplococos y en cadenas cortas. Unas
pocas cepas producen una capsula o capa de baba que incrementa la virulencia
del microorganismo. El Staphylococcus aureus es un microorganismo Gram
positivo pero las células viejas y los microorganismos fagocitados se tifien como
Gram negativos. Este microorganismo produce mas de 95% de proteina A, la
cual puede estar asociada al medio extracelular o la célula misma; la presencia
de coagulasa o la proteina A es de gran importancia clinica para poder distinguir

de las otras especies de Staphylococcus. (33)

Cuadro N°3. Clasificacién taxondmica de Staphylococcus aureus. (s2)

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes

Clase Bacilli

Orden Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Dominio Bacteria
Género Staphylococcus
Especie Staphylococcus aureus

3.5.3 Epidemiologia

El habitat humano bésico de Staphylococcus aureus son las narinas anteriores.
Entre 10 y 30% de la poblacién porta este organismo en dicha localizacién en

cualquier momento dado, y las tasas entre pacientes y profesionales en
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hospitales pueden ser mucho mayores. A partir del sitio nasal, las bacterias se
eliminan hacia la piel expuesta y la ropa del portador y de las demas personas
con las que entra en contacto. La propagacion se aumenta al tocarse la cara y,
por supuesto, al picarse la nariz. Se bloquea mediante el lavado de manos. Una
vez que se encuentra presente en la piel, aun de manera transitoria,
Staphylococcus aureus puede obtener un acceso mas profundo ya sea a través
de las faneras o por traumatismo. Aunque las investigaciones epidemioldgicas
muestran que algunas cepas tienen una virulencia potenciada, aln no existen
pruebas de laboratorio que puedan separarlas de la amplia reserva de individuos

colonizados. (2)

La mayoria de las infecciones por Staphylococcus aureus adquiridas en la
comunidad son autoinfecciones con cepas que el individuo ha estado
transportando en las narinas anteriores, en la piel, o ambas. Por lo general, los
brotes comunitarios se asocian con una higiene deficiente y la transmision por
fémites de individuo a individuo. A diferencia de muchos organismos vegetativos
patogénicos, Staphylococcus aureus puede sobrevivir periodos de secado; por
ejemplo, las infecciones cutaneas recurrentes pueden ser el resultado de ropa

contaminada con pus de una infeccion anterior. 2)

La intoxicacion alimenticia por Staphylococcus es una de las enfermedades
transportadas por alimentos de mayor frecuencia en el mundo. La comida se
contamina por un cocinero portador nasal o que tiene una lesién estafilococica.
Si la comida no se refrigera durante horas entre su preparacion y el momento en
gue se sirve, los Staphylococcus tienen la oportunidad de multiplicarse y producir
enterotoxinas dentro de los alimentos. Debido a su resistencia al calor, la

toxicidad persiste incluso si la comida vuelve a cocinarse antes de comerse. (s2)

En los dltimos afios han aumentado de forma notable las infecciones por este
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microorganismo, en especial por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
la meticilina. ElI Centro de Enfermedades Infecciosas estima que en EUA en el
afio 2005 se desarrollaron 94,360 infecciones invasivas por Staphylococcus
aureus resistentes a la meticilina. Sin embargo, en los Ultimos afios se ha
observado un incremento progresivo de infecciones producidas por cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, con una sensibilidad a los
antibioticos diferente que afecta a la poblacion sana sin haber tenido contacto
previo con los hospitales o clinicas de salud. Los estudios de epidemiologia
molecular son de gran importancia ya que nos han permitido entender las
relaciones evolutivas entre las cepas, asi como conocer el origen de las clonas

durante los brotes epidémicos. (s2)

3.5.4 Tratamiento

La mayoria de los furlnculos y abscesos estafilococicos superficiales se
resuelven de manera espontanea sin terapias antimicrobianas. Aquellos mas
extensos, profundos o en 6rganos vitales requieren de una combinacion de

drenado quirargico y antimicrobianos para un desenlace 6ptimo.

Las penicilinas y cefalosporinas son activas en contra de peptidoglucanos de la
pared de Staphylococcus aureus y varian en su susceptibilidad de inactivacion
por betalactamasas estafilococicas. Aunque la penicilina G es el tratamiento de
eleccion para las cepas susceptibles, las penicilinas resistentes a la penicilinasa
(meticilina, nafcilina, oxacilina) y las cefalosporinas de primera generacion se
utilizan mas comunmente debido a la elevada resistencia a la penicilina (mas de
80%).

Para las cepas SARM resistentes a estos medicamentos 0 en pacientes con

hipersensibilidad a los betalactamicos, las alternativas son vancomicina,
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clindamicina o eritromicina. La sinergia entre antibidticos que afectan la pared
celular y los aminoglucosidos se encuentra presente cuando el Staphylococcus
es sensible a ambos tipos de sustancias. Estas combinaciones se utilizan con
frecuencia en infecciones sistémicas extremas donde se necesita una accion

bactericida efectiva y rapida, en particular en hospedadores comprometidos. (e2)

3.6 Bacillus subtilis subsp. spizizenii

3.6.1 Generalidades

Bacillus subtilis subsp. spizizenii, lamado asi por el bacteri6logo estadounidense
J. Spizizen, cuyos estudios de Bacillus subtilis hicieron de esta especie un

organismo modelo de genética bacteriana. (3s)

Cuadro N°4. Clasificacion taxonémica de Bacillus subtilis subsp. spizizenii. (44

Dominio Bacteria
Filo Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Bacillaceae
Género Bacillus
Especie Bacillus subtilis subsp. Spizizenii

3.6.2 Caracteristicas morfolégicas

Las caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas y bioguimicas son las mismas que
las de Bacillus subtilis subsp. subtilis, aunque existe una diferencia fenotipica

entre las subespecies en sus constituyentes de la pared celular. 16y Bacilos
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moéviles, que miden de 0 a 5 um por 2 a 3 um y se presentan solas o en cadenas
cortas. Las esporas cilindricas se forman central o paracentralmente en
esporangios no inflamados. Estrictamente aerdbico. Catalasa positiva. El
crecimiento ocurre de 15-20°C a 45-55°C. La temperatura 6ptima de crecimiento
oscila entre 28 a 30°C. Crece en NaCl al 7% y a un pH de 5.6. El crecimiento en
presencia de 0.001% lisozima es variable. Produce acetilmetilcarbinol (prueba
Voges Proskauer); Indol no se produce. Hidroliza almidén y caseina; la tirosina y
la fenilalanina no se descomponen. El nitrato se reduce a nitrito; utiliza citrato; D-
Glucosa, D-xilosa, L-arabinosa, manitol y trehalosa se fermentan. El ribitol es un

componente principal de la pared celular. (44

3.6.3 Epidemiologia

Aunque Bacillus es un microorganismo inofensivo, puede causar infecciones en
los ojos, tejidos blandos, pulmoén y sangre. Por lo general, las infecciones se
asocian con inmunosupresion, traumatismo, catéteres permanentes o0

contaminacion de equipos complejos. 4

3.6.4 Tratamiento

Se han ensayado diferentes antibiéticos sobre las cepas como la capreomicina,

clortetraciclina, dihidrostreptomicina y paronomicina. (4)

3.7 Escherichia coli.
3.7.1 Generalidades

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de
bacterias Gram negativas. Reciben su nombre por la localizacion habitual como

saprofitos en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos,
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encontrandose de forma universal en el suelo, el agua y la vegetacion, asi como
formando parte de la microbiota intestinal normal de muchos animales ademas
del hombre. Escherichia coli, el microorganismo mas prevalente de esta familia
es una de las bacterias prototipicas sometidas a estudio. Escherichia coli es un
bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo de la familia Enterobacteriaceae,
género Escherichia. Esta bacteria coloniza el intestino del hombre pocas horas
después del nacimiento y se le considera un microorganismo de microbiota
normal, pero hay cepas que pueden ser patdgenas y causar dafio produciendo

diferentes cuadros clinicos, entre ellos diarrea. (g2

Cuadro N°5. Clasificacién taxonémica de Escherichia coli. (g2

Reino Bacteria
Filo Proteobaceria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia
Especie Escherichia coli

3.7.2 Caracteristicas morfoldgicas

Escherichia coli es un bacilo entérico Gram negativo no esporulado movil por
flagelacién peritrica, aerobio facultativo, oxidasa negativa, con requerimientos
nutritivos muy sencillos, fermentadores de azlUcares que puede crecer como

azucares, aminoacidos, acidos organicos. (sz)

Como integrante de la microbiota normal del hombre y de muchos animales, se
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lo considera un germen indicador de contaminacion fecal cuando esta presente
en el ambiente, agua y alimentos, junto con otros similares agrupados bajo la

denominaciéon de bacterias coliformes. (g2

El metabolismo de Escherichia coli consiste en utilizar azucares sencillos y
requiere nitrégeno soluble, son oxidasa negativos y catalasa positivos, en general
indol positivos y descarboxilan la lisina, ureasa negativa e incapaz de crecer en
medio con citrato como Unica fuente de carbono y energia, pero si en caldo

acetato.

Se clasifican en mas de 170 serogrupos O adaptados a diferentes ambientes,
incluso dentro del huésped llegando a ser un patégeno mortal, es por ello que su
diagndstico oportuno y su combate con el uso apropiado de antibioticos resultan

de suma importancia para disminuir la incidencia. 2

3.7.3 Epidemiologia

Escherichia coli causa mas de 90% de los mas de 7 millones de casos de cistitis
y de los mas de 250,000 casos de pielonefritis que se espera ocurran cada afio
en EUA en individuos por lo demas sanos. Las infecciones en las vias urinarias
son mucho mas frecuentes en mujeres y 40% de ellas tienen un episodio a lo

largo de la vida, por lo comun cuando tienen vida sexual activa. 2)

El reservorio para estas infecciones es la microbiota intestinal de Escherichia coli
del propio paciente, la cual contamina la region perineal y uretral. En individuos
con obstruccion o instrumentacion de las vias urinarias, las fuentes de

contaminacion ambiental adquieren cierta importancia. (e2)

Escherichia coli es la causa mas comun de meningitis neonatal (siendo una
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infeccidn oportunista); muchas caracteristicas de este trastorno son similares a
las que se observan en la enfermedad por Streptococcus del grupo B. Casi 75%
de los casos son causados por cepas que poseen un polisacarido capsular K1
gue contiene acido sialico y que es idéntico desde el punto de vista estructural al
polisacarido del grupo B de Neisseria meningitidis, otra bacteria que causa
meningitis. Con excepcion de las infecciones de vias urinarias, son poco
comunes las infecciones extraintestinales por Escherichia coli a menos gque exista

una alteracion significativa en las defensas del hospedador. (e2)

La diarrea es una manifestacién clinica universal con cepas de Escherichia coli
capaces de causar enfermedad intestinal. La naturaleza de la diarrea varia segun
el mecanismo patdégeno. Las cepas enterotoxigénicas (ETEC) y enteropatdogena
(EPEC) producen diarrea acuosa; las cepas enterohemorragicas (EHEC)
producen diarrea sanguinolenta y las cepas enteroinvasoras (EIEC) pueden
causar disenteria con presencia de sangre y pus en heces. La diarrea suele ceder
de manera espontanea después de 1 a 3 dias. Las cepas enteroagregativa
(EAEC) se asocian con diarrea acuosa prolongada (mas de 14 dias), en
ocasiones con sangre y moco. Las cepas enterohemorragicas de Escherichia coli
son la excepcion, pues pueden producir manifestaciones clinicas
extraintestinales que pongan en riesgo la vida del hospedador y que estan

relacionadas con la produccién de toxina Shiga. (2

3.7.4 Tratamiento.

La infeccion de via urinaria aguda no complicada a menudo se trata de manera
empirica. Por la amplia resistencia a los antibioticos utilizados antes como
ampicilina, hoy en dia se utilizan trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) o
fluoroquinolonas. La seleccion de otros antimicrobianos debe guiarse con base

en la susceptibilidad antimicrobiana de los aislados del paciente. 2)
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La mayor parte de las diarreas por Escherichia coli son leves y ceden en forma
espontanea y, por tanto, el tratamiento no suele ser un problema. Cuando esto
ocurre, la rehidratacion y las medidas de sostén son la base del tratamiento, sin
importar el agente causal. En el caso de las cepas enterohemorragicas (EHEC)
con colitis hemorragica y HUS, (Sindrome Urémico Hemolitico) pueden ser

necesarias las medidas de sostén intensivas como hemodialisis o hemoféresis.

El tratamiento con trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX) o fluoroquinolonas
reduce la duracion de la diarrea en infecciones por ETEC, EIEC y EPEC. Puede
incrementarse el riesgo de HUS (Sindrome Urémico Hemolitico) con el uso de
antimicrobianos, por tanto, esta contraindicado su uso cuando se sospeche de
cepas enterohemorragicas (EHEC). Los farmacos que antagonizan la motilidad
intestinal no son de utilidad y estan contraindicados cuando el agente causal
podria ser EIEC o0 EHEC. (2

3.8 Pseudomonas aeruginosa
3.8.1 Generalidades

Este tipo de microorganismo patégeno se caracteriza por ser por lo general un
agente de infeccion hospitalaria a través de dispositivos invasivos y medios
externos, las infecciones hospitalarias (IH) se definen como “una infeccién que
se presenta en un paciente internado en un hospital o en otro establecimiento de
atencion de salud en quien la infeccion no se habia manifestado ni estaba en
periodo de incubacion en el momento del internamiento. Incluyen también las
infecciones contraidas en el hospital, pero manifiestas después del alta
hospitalaria y también las infecciones ocupacionales del personal del
establecimiento”, constituyen un serio problema de salud tanto por su dificil
manejo (muchos de los patdgenos implicados son resistentes a varios

antibioticos). (7o)
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Cuadro N°6. Clasificacion taxonémica de Pseudomonas aeruginosa. (s2)

Reino Bacteria
Filo Proteobaceria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonasdales
Familia Pseudomonasdaceae
Género Pseudomonas
Especie Pseudomonas aeruginosa

3.8.2 Caracteristicas morfologicas

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aerobio, movil, Gram negativo que es mas
delgado y palido a la tincion que otras Enterobacterias. Su caracteristica
bacteriologica mas notable es la produccion de pigmentos hidrosolubles de color.
Pseudomonas aeruginosa también muestra resistencia a los antimicrobianos de
manera mas consistente que todas las demés bacterias de importancia médica.

(62)

Pseudomonas aeruginosa, su morfologia colonial es caracteristica de
identificacibn en algunos medios de cultivo, por ejemplo, en medio agar
Cetrimide; es un bacilo curvo o recto, aislado, en pareja o cadenas cortas; esta

bacteria tiene motilidad positiva gracias a su flagelo (s6lo cuenta con uno). (79

Tiene la capacidad de formar biofilm, tiene un ligero aroma a frutas y es una de
las principales bacterias oportunistas causantes de infecciones nosocomiales,

especialmente en heridas, quemaduras y cuando se presentan cepas mucoides
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hay una alta mortalidad en casos de fibrosis quistica. (79

3.8.3 Epidemiologia

El habitat primario de Pseudomonas aeruginosa es el medio ambiente. Se
encuentra en agua, tierra y diversos tipos de vegetacion en todo el mundo.
Pseudomonas aeruginosa se ha aislado de faringe y heces en 2 a 10% de las
personas sanas. Las tasas de colonizacion son mucho mas elevadas en
individuos hospitalizados. La infeccion con Pseudomonas aeruginosa es poco
comun en personas previamente sanas y es una de las causas mas importantes
de infeccion invasora en pacientes hospitalizados con enfermedades

subyacentes graves como leucemia, fibrosis quistica y quemaduras extensas. (s2)

La capacidad de Pseudomonas aeruginosa para sobrevivir y proliferar en agua
con escasos nutrientes puede conducir a una gran contaminacion de liquidos no
estériles, como en ciertos humidificadores de respiradores mecanicos. La
inhalaciéon de aerosoles de tales origenes puede evitar los mecanismos de
defensa normales del aparato respiratorio e iniciar una infeccion pulmonar. Las
infecciones han sido consecuencia de la proliferacion de Pseudomonas en
medicamentos, solucién de lentes de contacto e incluso en algunos
desinfectantes. Los fregaderos y grifos pueden estar muy contaminados y actuar

como fuente ambiental para la contaminacion de otros objetos. 2)

Pseudomonas aeruginosa es el patégeno bacteriano mas comun que complica
el tratamiento de pacientes con fibrosis quistica, trastorno hereditario en el
transporte de iones cloruro que ocasiona la produccién de moco viscoso en los
conductos y en el arbol traqueobronquial. En un alto porcentaje de los casos, el
aparato respiratorio es colonizado con Pseudomonas aeruginosa, que una vez

gue se ha establecido, es practicamente imposible de erradicar. Esta infeccién
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es la principal causa de morbilidad y mortalidad en estos pacientes. (2)

3.8.4 Tratamiento

De las bacterias patégenas, Pseudomonas aeruginosa es el microorganismo que
de manera mas consistente es resistente a diversos antibiéticos. Esto se debe
principalmente a las porinas que restringen su entrada al espacio periplasmico.
Las cepas de Pseudomonas aeruginosa por lo comldn son resistentes a
penicilina, ampicilina, cefalotina, tetraciclina, cloranfenicol, sulfonamidas y a los
primeros aminoglucosidos (estreptomicina, kanamicina). Se han dirigido grandes
esfuerzos al desarrollo de antimicrobianos con actividad contra Pseudomonas.
Los aminoglucosidos mas nuevos (gentamicina, tobramicina, amikacina)
muestran actividad contra la mayor parte de las cepas pese a la presencia de

resistencia mediada por plasmidos y por mutaciones. (2)

La carbenicilina y ticarcilina presentan actividad y pueden administrarse en dosis
elevadas, pero las mutaciones de permeabilidad ocurren mas a menudo que con
los aminoglucdsidos. La caracteristica mas notable de algunas de las
cefalosporinas de tercera generacion (ceftazidima, cefepima, cefoperazona),
carbapenémicos (imipenem, meropenem) y monobactamicos (aztreonam) radica
en su actividad contra Pseudomonas. En términos generales, las infecciones
urinarias pueden tratarse con dosis Unica, pero las infecciones sistémicas mas
graves por Pseudomonas aeruginosa por lo comun se tratan con una
combinacion de beta lactdmicos con actividad contra Pseudomonas y un
aminoglucésido, en particular en individuos con neutropenia. También se ha
utilizado ciprofloxacina en el tratamiento de tales casos. En todas las instancias,

la susceptibilidad debe confirmarse por medio de pruebas in vitro. (e2)

El tratamiento de la infeccion por Pseudomonas aeruginosa en pacientes con
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fibrosis quistica constituye un problema especial, porque la mayor parte de los
antimicrobianos eficaces se administran solo por via intravenosa. Hay renuencia
para hospitalizar a muchos pacientes, por lo que suele utilizarse tratamiento oral.
Hay poca experiencia con respecto a su eficacia bajo estas condiciones, y la
naturaleza crénica de la fibrosis quistica es un inconveniente por el desarrollo de
resistencia durante el tratamiento. Ya se han observado resistencias con
ciprofloxacina y aztreonam. La tobramicina en aerosol también es utilizada en
algunos pacientes con fibrosis quistica, con cierta evidencia de mejoria clinica.

(62)

3.9 Salmonella entérica serovar typhimurium
3.9.1 Generalidades

Casi todos los organismos de Salmonella que causan enfermedad en humanos
y animales domésticos pertenecen a Salmonella entérica subespecie entérica.
Las cepas de Salmonella entérica se pueden clasificar sobre la base del antigeno
de superficie O (lipopolisacarido [LPS]) en 67 serogrupos y en 2,557 serotipos o
serovares cuando las cepas se diferencian por sus antigenos O y H (flagelar).
Hoy en dia, de acuerdo con la clasificacion actual, los nombres familiares dados
a los serovares, como Salmonella entérica serovar typhimurium, enteritidis o

choleraesuis, se mantienen y no se reemplazan por sus formulas antigénicas. (21

Salmonella entérica serovar typhimurium (Salmonella typhimurium) es un
patégeno entérico primario que infecta a humanos y animales. Es una de las
principales causas de gastroenteritis aguda, que se caracteriza por diarrea
inflamatoria. Aunque el intestino normal esta en gran parte habitado por microbios
comensales, que incluyen en gran medida Bacteroides y Firmicutes, la
inflamacion aumenta la colonizacibn de Salmonella typhimurium vy otras

Enterobacteriaceae. La infeccion comienza con la ingestién de alimentos o agua
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contaminados para que la Salmonella llegue al epitelio intestinal y desencadenen

enfermedades gastrointestinales. (20 (21

Estudios recientes han demostrado que Salmonella typhimurium prospera en el
intestino inflamado porque puede utilizar fuentes Unicas de carbono y energia y
es resistente a las proteinas antimicrobianas que son secretadas por el huésped

como parte de la respuesta inmune nutricional. (20)

Cuadro N°7. Clasificacion taxondémica de Salmonella typhimurium. (20) 21

Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella
Especie Salmonella typhimurium

3.9.2 Caracteristicas morfolégicas.

El género Salmonella es una bacteria Gram negativa, no formadora de esporas
y con forma de baston que pertenece a la familia Enterobacteriaceae. El tamafio
varia de 2 a 5um de longitud de 0.4 a 1.5um de diametro. Son anaerobios
facultativos y muestran motilidad peritrica. Fermentan la glucosa con acido y
algunas veces con gas, Yy la mayoria de ellos producen H2S, pero no ureasa. No
son fastidiosos, crecen facilmente en la mayoria de los medios de laboratorio y
pueden sobrevivir fuera del huésped en entornos inhdspitos como el agua dulce

y las temperaturas de congelacién. Estos son patdégenos intracelulares que
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conducen a diferentes manifestaciones clinicas en humanos y animales. 7)

3.9.3 Epidemiologia.

Segun los datos obtenidos de la Organizacion Mundial de la Salud, Salmonella
enteritidis y Salmonella typhimurium son los dos serotipos aislados con mayor
frecuencia en la practica clinica. Salmonella entérica serovar typhimurium es un
patdgeno bacteriano intracelular facultativo que causa gastroenteritis leve a
severa. Los CDC (Centros de Control de Enfermedades, por sus siglas en inglés),
han estimado que la Salmonella es responsable de 1 a 4 millones de
enfermedades anuales, lo que resulta en mas de 16000 hospitalizaciones y casi
600 muertes solo en los Estados Unidos. El Servicio de Seguridad e Inspeccién
de Alimentos (FSIS) ha declarado que la Salmonella es la causa mas comun de

enfermedades transmitidas por alimentos entre los patdgenos entéricos. (21) (es)

La salmonelosis no tifoidea es la principal causa de infecciones transmitidas por
alimentos en los Estados Unidos. La mayoria de los casos de salmonelosis estan
asociados con el consumo de productos alimenticios contaminados como carne
de res, cerdo, carne de aves, huevos y productos frescos. La coccidon inadecuada
de los alimentos listos para el consumo agrava aun mas los brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos. Los alimentos que pueden haber
sufrido un abuso de temperatura podrian causar que las células de Salmonella
sobrevivientes sean mas resistentes a otras condiciones de estrés y aumenten
su virulencia. Estudios anteriores han demostrado que la temperatura es un factor
gue controla la expresion del gen de virulencia en bacterias involucradas en la

colonizacion del huésped mamifero. (s)

3.9.4 Tratamiento.

El método terapéutico primario para la gastroenteritis por Salmonella consiste en
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la reposicién de liquidos y electrdlitos y el control de ndusea y vomito. 25y En este
tipo de enfermedad, los sintomas generalmente duran entre 5y 7 dias y se
resuelven espontaneamente. z0) No suele ser apropiada la antibioticoterapia

porque tiende a incrementar la duracion y frecuencia del estado de portador.

Cuando se utiliza para erradicar el estado de portador, los resultados suelen ser
erraticos y por lo comun fallan en presencia de afeccion concomitante de la via
biliar. Por tanto, el uso de antimicrobianos en gastroenteritis por Salmonella
entérica se restringe a individuos con infecciones graves o factores de riesgo
subyacentes, en particular en nifios. En tales casos, los antimicrobianos se

perciben como una medida para evitar la diseminacion sistémica. (62)

Los antibidticos de uso comun son fluoroguinolonas, trimetoprima-sulfametoxazol
(TMP-SMZ), ampicilina o cefalosporinas de espectro expandido (por ejemplo,
ceftriaxona o cefixima). 31) Sin embargo, las tasas crecientes de resistencia a los
antibioticos entre los aislados de Salmonella typhimurium han llevado a un menor
uso de trimetoprima-sulfametoxazol (TMP-SMZ) y ampicilina, ya que la

resistencia a estos compuestos antimicrobianos es comun. (2o) (21)

Aislados de Salmonella entérica serovar Typhimurium de humanos, animales y
ambientales han demostrado ser resistentes a ampicilina, cloranfenicol,

estreptomicina, sulfisoxazol y tetraciclina. (s)

El desarrollo de resistencia multiple a los medicamentos se ha convertido en un
fendmeno muy comun entre los aislamientos, que se debe principalmente a la
diseminacion del clon de resistencia dominante o la diseminacién de cepas que
portan plasmidos resistentes a los medicamentos. Por lo tanto, el uso racional de
antibiéticos es muy importante para superar el problema del desarrollo de

resistencia multiple a medicamentos en Salmonella. s2) (67)
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3.10 Actividad antifungica de propdleos.

La actividad antifungica de los extractos de propoleos se observa por inhibicion
del crecimiento y proliferacion en diferentes especies de levaduras como el
complejo Candida albicans y Candida glabrata, accion posiblemente debida, al
acido cafeico, el P-cumarato de bencilo, la pinocambrina y la pinobanksina.

Entonces los propdleos puede vislumbrarse como potencial tratamiento contra
las infecciones por hongos, tanto levaduriformes como filamentosos sobre la
base del constante aumento de la prevalencia de las micosis, del desarrollo de
resistencia a agentes antimicéticos actuales, de los efectos adversos que poseen
estos antimicoticos y porque la terapia con propoleos resulta econdémica y poco
toxica (dosis diarias de 1.400 mg/kg no ocasiona efectos adversos en ratones,
aunque el consumo bruto en el hombre puede generar nauseas), de alli la
necesidad de realizar ensayos sobre su efecto antimicético y también porque la
composicién quimica del propdéleos aunque similar puede presentar pequefas
variaciones en distintas regiones del mundo que requieren ser precisadas. La
actividad bioldgica del extracto etandlico de propoéleos sobre Candida spp. ha
sido demostrada en diferentes regiones geograficas como Egipto, Turquia,
Bulgaria, Brasil, ElI Salvador y Cuba. (29)

Los propéleos centroeuropeos (Alemania, Francia y Austria), con composiciones
cualitativas similares y predominio del acido trans-p-cumarico, muestran actividad
frente a Candida albicans, mientras que los mediterraneos (Bulgaria, Turquia,
Grecia y Argelia), que contienen flavonoides, ésteres del acido cafeico y acidos

ferulicos, presenta menor actividad antifingica.

Por su parte, los propoéleos egipcios de Dakahlia, con dos ésteres de cafeato y

dos triterpenoides, es mas activo frente a Candida albicans que el de Ismailia que
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no contiene acidos aromaticos, ni ésteres, ni flavonoides y, estudios sobre la
incidencia de la paracoccidiomicosis en América latina, sugieren que,
independientemente de su origen geografico, los macréfagos estimulados con

propéleos aumentan su actividad fungicida. (7a)

3.11 Candida
3.11.1 Generalidades

Los hongos del género Candida por lo comun crecen como levaduras
redondeadas, ovales o con forma de yema de 4 a 6 um bajo la mayor parte de
las condiciones y temperaturas. En ciertas condiciones, incluidas aquellas que se
encuentran en la infeccion, pueden formar hifas en cultivo. La identificacion de
los hongos del género Candida se basa en la combinacion de caracteristicas
bioguimicas, enzimaticas y morfologicas, por ejemplo, la asimilaciéon de
carbohidratos, capacidad de fermentacion y la capacidad de producir hifas, tubos

germinales y clamidoconidias.

De las mas de 150 especies del género Candida, menos de 10 aparecen como
causa de enfermedad en humanos. Debe prestarse particular atencion a la
diferencia de Candida albicans de otras especies, porque con mucho es la causa

mas comun de enfermedad. 2)

3.11.2 Candida albicas

Es una levadura extremadamente extendida, es la principal causa de candidiasis
(también llamada candidiasis o moniliasis). Las infecciones oportunistas mas
comunes son causadas por la levadura Candida albicans que van desde
irritaciones cutdneas superficiales de corta duracion hasta enfermedades

sistémicas fatales. Es un microorganismo que se encuentra de manera normal
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en la microbiota gastrointestinal y genital. (62

Cuadro No. 8. Clasificacion taxondmica de Candida albicans. (g)

Dominio Eucarya
Reino Fungi
Division Eumycota
Subdivisién Deuteromycotina
Clase Blastomycetes
Familia Cryptoccocaceae
Género Candida
Especie Candida albicans

3.11.2.1 Caracteristicas morfoldgicas

Candida albicans crece con diversas morfologias, mas a menudo como levadura
con gemacion mediante la formacion de blastoconidias. Candida albicans
también es capaz de formar hifas, lo que es estimulado por cambios en
condiciones como la temperatura, pH y nutrientes disponibles.

Cuando se observa en sus etapas iniciales aun unida a la célula de la levadura,
estas hifas tienen el aspecto de retofios y se denominan tubos germinales. Otras
formas elongadas con restricciones a intervalos se denominan seudohifas porque
carecen de paredes paralelas y de la tabicacién que se observa en las hifas
verdaderas. Hay evidencia de que estas tres formas tienen un estimulo y
regulacion genéticas diferentes, lo que hace de Candida albicans un hongo

polimorfico.
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A menos que se especifique lo contrario, el término hifas se utiliza para referirse
a las hifas verdaderas y pseudohifas. Bajo ciertas condiciones las hifas también
desarrollan una clamidoconidia terminal caracteristica, con engrosamiento de la
pared. Macroscopicamente, es una colonia pastosa de color blanco a crema con

un olor a levadura. (2)

La mayor parte de los hongos del género Candida crecen con rapidez en agar de
Sabouraud y en medios bacteriol6gicos enriquecidos, como agar sangre. En agar
sangre, después de una noche de incubacion se producen colonias lisas,
blanquecinas, de 2 a 4 mm, similares a las producidas por Staphylococcus. La

aireacion de los cultivos favorece su aislamiento. 2)

3.11.2.2 Epidemiologia

Candida albicans en condiciones normales es parte de la microbiota orofaringea,
gastrointestinal y del aparato reproductor femenino. Las infecciones son
endogenas excepto en casos de contacto directo de la mucosa con lesiones de

otras personas (por ejemplo, contacto sexual).

Candida albicans es una causa comun de infecciones nosocomiales, pero los
hongos con frecuencia se derivan de la propia microbiota del paciente mas que
de infecciones cruzadas. Los procedimientos con penetracion corporal y los
dispositivos a permanencia pueden actuar como sitio de entrada para la infeccion
y el nimero de microorganismos de Candida disponibles puede incrementarse

con el uso de farmacos antibacterianos. (2)

3.11.2.3 Tratamiento

Candida albicans por lo comin es susceptible a la anfotericina B, nistatina,
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flucitosina, caspofungina y compuestos azdlicos. Las infecciones superficiales
por lo comun se tratan con compuestos azoélicos o nistatina tépica. Las medidas
para disminuir la humedad y el traumatismo crénico son auxiliares importantes
en el tratamiento de las infecciones cutaneas por Candida. Las infecciones
profundas por Candida albicans pueden ceder en forma espontanea al eliminar o
controlar los factores predisponentes. (2)

El retiro de un catéter infectado, el control de la diabetes o el incremento en el
recuento de leucocitos en sangre periférica a menudo se asocian con la
recuperacion sin tratamiento antimicotico. Las recaidas persistentes o la
candidiasis diseminada se tratan con diversas combinaciones de fluconazol,
anfotericina B y caspofungina. El fluconazol ha sido el tratamiento mas eficaz

para la candidiasis mucocutanea crénica. (2)

3.12 Susceptibilidad de microorganismos

La capacidad para dirigir el tratamiento en forma especifica a un agente
infeccioso productor de enfermedad es Unica del manejo de las enfermedades
infecciosas. Su éxito inicial depende de explotar las diferencias entre nuestra
propia constitucion y metabolismo y las de los microorganismos en cuestion. El
éxito continuo de las sustancias antibacterianas depende de si los organismos a

los que se dirigio originalmente el farmaco han desarrollado resistencia. (2

Todas las sustancias antimicrobianas eficaces en un sentido clinico exhiben una
toxicidad selectiva contra el parasito en lugar de contra el hospedador,
caracteristica que las diferencias de la mayoria de los desinfectantes. En la
mayoria de los casos, la toxicidad selectiva se explica por medio de la accion
sobre los procesos o estructuras microbianos que difieren de aquellos de las

células mamiferas. 2)
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El espectro de actividad de cada sustancia antimicrobiana describe los géneros
y especies contra los cuales es tipicamente activa. Los espectros se superponen,

pero en general son caracteristicos para cada clase amplia de antimicrobianos.

Algunos antimicrobianos antibacterianos se conocen como sustancias de
espectro estrecho, que por ejemplo pueden ser activos contra muchos cocos
Gram positivos y Gram negativos, pero tiene poca actividad contra los bacilos
Gram negativos entéricos. Por otra parte, los agentes de amplio espectro inhiben
un amplio rango de bacterias Gram positivas y Gram negativas, incluyendo

algunos organismos intracelulares obligados. (62

La decisidbn sobre si cualquier bacteria se debe considerar susceptible o
resistente a cualquier antimicrobiano implica una evaluacion integrada de

actividad in vitro, caracteristicas farmacologicas y evaluacion clinica. (e2)

Cualquier sustancia aprobada para uso clinico ha demostrado in vitro su potencial
para inhibir el crecimiento de algun grupo blanco de bacterias a concentraciones

que pueden lograrse con riesgos de toxicidad aceptables. @2

Un aspecto Unico de las pruebas de laboratorio en microbiologia es que es
posible examinar la susceptibilidad del aislado de un paciente particular contra

una bateria de sustancias antimicrobianas potenciales.

Estas pruebas se crean alrededor del tema comun de colocar al organismo en
presencia de diversas concentraciones del antimicrobiano a fin de determinar la

concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

En la figura N°1 se presentan algunos microorganismos y sus susceptibilidades

y resistencia frente a antimicrobianos. 2)
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Figura N°1. Patrones usuales de susceptibilidad de bacterias comunes a algunos

farmacos antimicrobianos bacteriostéticos y bactericidas de uso
frecuente. (s2) Abreviaturas: - = no hay indicaciéon actual mara
tratamiento o datos insuficientes; 1 = antimicrobiano preferido para
cepas susceptibles 2= medicamento de segunda linea; 3= C.
trachomatis-sensible, C.psittaci-resistente; C= til en combinaciones
de un betalactamico y un aminoglucaésido.
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3.13 Metodologias utilizadas para la extraccion de compuestos de
propdleos.

Considerando la compleja estructura de propéleos, no se puede usar
directamente. Los solventes mas comunes utilizados para la extraccion son agua,
metanol, etanol, cloroformo, diclorometano, éter y acetona. Muchos de los
componentes bactericidas son solubles en agua o alcohol, lo que deberia eliminar
el material inerte y preservar los compuestos deseados. La composicién del
propodleos depende de la regidon geografica y, en segundo lugar, del método de

extraccion, por lo tanto, el disolvente debe elegirse cuidadosamente. (77)

Los factores que influyen sobre la velocidad de extraccion se relacionan con el
tamafo de las particulas soélidas. Evidentemente cuanto mas pequefias sean,
mayor es la superficie interfacial y mas corta la longitud de los poros. Por tanto,
mayor es la velocidad de transferencia. Esto se puede lograr triturando el sélido
a extraer. Sin embargo, tamafos excesivamente pequefos pueden hacer que las
particulas se apelmacen dificultando la extraccion; el tipo y polaridad del
disolvente es también una condicidon que incide en el rendimiento de la extraccion.
El disolvente debe ser lo mas selectivo posible y se recomienda de baja
viscosidad. (e5)

Los principales metabolitos de las plantas, también presentes en propdleos que
han demostrado actividad bacteriostatica y bactericida, exhiben una marcada
solubilidad en agua o alcohol. Diversas estrategias han sido adoptadas en la
determinacion de compuestos organicos en productos naturales y en particular
en los flavonoides presentes en extractos de propdleos, que van desde la
extraccion liquido/liquido (L/L); extraccién con disolventes (ES); extraccion en
fase sélida de la matriz (EFSM); micro extraccion en fase sélida (MEFS), (figura

N°2) con el fin de para dar paso al proceso de cuantificacion. (e3)
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Figura N°2. Métodos singulares de extraccion de principios activos en productos
naturales. S/L: Sdlido/Liquido. L/L: Liquido/Liquido. FSC: Fluido
supercritico. (63

3.13.1 Extraccién por maceracion.

El proceso clasico de maceracion consiste en dejar la droga en contacto con el
solvente durante varios dias, con agitacién ocasional. Se trata de un proceso que
da como resultado un equilibrio de concentracion entre la droga y el solvente, y
depende de factores que estan unidos a la droga, como, por ejemplo, su

naturaleza, el tamafio de particula y factores que estén relacionados con el
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solvente. Es un proceso bastante utilizado para las preparaciones en pequeia

escala. (5)

3.14 Métodos para la determinacién cualitativa de metabolitos

secundarios.

3.14.1 Métodos cromatograficos.

La cromatografia consiste en un método por el cual se da la separacion de los
componentes de una mezcla debido a la diferente velocidad de elucion a través
de una fase estacionaria cuando la mezcla es transportada por una fase mavil.

(26)

La cromatografia es una técnica que permite la separacion de los componentes
de una mezcla, debido a la influencia de dos efectos contrapuestos:
- Retencion: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una fase
estacionaria, que puede ser un solido o un liquido anclado a un soporte sdlido.
- Desplazamiento: efecto ejercido sobre los componentes de la mezcla por una
fase mavil, que puede ser un liquido o un gas. (26)
La mezcla por separar se deposita sobre la fase estacionaria y la moévil atraviesa
el sistema desplazando a los componentes de la mezcla a distintas velocidades,
dependiendo de la magnitud de sus interacciones relativas con ambas fases. La
repeticion sucesiva de las operaciones elementales de retencion vy
desplazamiento a lo largo del sistema cromatografico da lugar a la separacion de
la mezcla original. La cromatografia se emplea para conocer y separar los
componentes por diferencia de polaridad de una mezcla y su identificacion

respectiva. (26)

3.14.1.1 Cromatografia en capa fina (TLC).
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La cromatografia en capa fina se basa en la preparacion de una capa, uniforme,
de un absorbente mantenido sobre una placa, la cual puede ser de vidrio,
aluminio u otro soporte. Los requisitos son un adsorbente, placas, un dispositivo
gue mantenga las placas durante la extension, otro para aplicar la capa de

adsorbente, y una camara en la que se desarrollen las placas cubiertas. (26)

La fase mévil es liquida y la fase estacionaria consiste en un soélido. La fase
estacionaria sera un componente polar y el eluyente sera por lo general menos
polar que la fase estacionaria, de forma que los componentes que se desplacen
con mayor velocidad seran los menos polares. La mezcla por analizar se deposita
a una pequeia distancia del borde inferior de la placa y se introduce en una
cubeta que contiene la fase movil (eluyente), la cual asciende a lo largo de la
placa por capilaridad, desplazando a los componentes de la mezcla a diferentes
velocidades, lo que provoca su separacion. Cuando el frente del disolvente se
encuentra proximo al extremo superior de la placa, esta se saca de la cubeta, se

deja secar y se procede a la visualizacién de las manchas. (26)

La placa se coloca en una lampara de luz UV, con el objetivo de determinar los
grupos cromoforos presentes en las manchas. Se procede luego utilizar un

agente revelador quimico que es especifico para cada metabolito secundario. (26)

3.15 Metodologias usadas para evaluar la actividad antimicrobiana.

Diferentes métodos de laboratorio pueden ser usados para determinar in vitro la
susceptibilidad de bacterias ante agentes microbianos, pero estos no son
igualmente sensibles 0 no se basan en los mismos principios, permitiendo que
los resultados sean influenciados por el método seleccionado, los
microorganismos usados y el grado de solubilidad de cada compuesto evaluado.

(67)
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Uno de los métodos para evaluar la actividad antibacteriana es el de difusién en
agar. Las técnicas de difusiébn han sido ampliamente usadas para evaluar

extractos de plantas con actividad antimicrobiana. (26)

Las metodologias aplicadas siempre consideran la estandarizacion de la
concentracion bacteriana a utilizar, con el animo de evitar un crecimiento
exhaustivo, que impida el analisis de los resultados o proporcione resultados
errados lo cual puede variar significativamente la respuesta del extracto vegetal
0 aceite, indicando la necesidad de utilizar concentraciones mayores de éste para
inhibir el crecimiento del microorganismo. La concentracion de bacterias usada
para el estudio de susceptibilidad en el laboratorio ha sido estandarizada en
1x108 unidades formadoras de colonias UFC/mL, lo cual equivale a un patrén de
0.5 en la escala de MacFarland. Es recomendable tomar el inoculo de cultivos en
la fase exponencial de crecimiento y siempre tomar 4 o 5 colonias de un cultivo
puro para evitar seleccionar variantes atipicas. Los medios de cultivo mas
utilizados en dichas técnicas son el agar Mueller Hinton y Agar Tripticasa Soya
(TSA), ya que sus componentes facilitan el crecimiento de diferentes cepas

bacterianas y mayor difusion de las muestras. (s7)

3.15.1 Método de difusion en agar.

El método de difusion en agar esta apoyado por datos clinicos y de laboratorios;
y presenta la ventaja que sus resultados son altamente reproducibles. La técnica
esta basada en el método originalmente descrito por Bauer et al., (método de
Kirby-Bauer). Este método de difusion en disco o en pozo fue estandarizado y es
actualmente recomendado por el Subcomité de Ensayos de Susceptibilidad de
NCCLS, de Estados Unidos.

El fundamento de esta determinacion es establecer, el efecto de un conjunto de
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sustancias, ensayados individualmente, sobre las cepas bacterianas que se
aislan de procesos infecciosos. EI método se basa en la relacion entre la
concentraciéon de la sustancia necesaria para inhibir una cepa bacteriana y el halo
de inhibicién de crecimiento en la superficie de una placa de agar con un medio
de cultivo adecuado y sembrado homogéneamente con la bacteria a ensayar y
sobre la cual se ha depositado un disco de papel filtro de 6 mm de diametro, o se

ha sembrado en pozo impregnado con una cantidad conocida de la sustancia. (s7)

En el caso de evaluar varias sustancias los pozos deben ponerse en forma
equidistante. A continuacion, se procede a su incubacién a la temperatura
adecuada por 24 horas luego se mide el halo de inhibicién y se comparan los
efectos de las distintas sustancias sobre el microorganismo estudiado, con el
antibiotico control. La lectura de los resultados representa la actividad in vitro de
la sustancia. Algunos autores refrigeran las cajas a 4°C para permitir la pre-

difusion de los extractos antes de la incubacion. (s7)

Después de incubar durante la noche, el tamafio de la zona de inhibicion del
crecimiento alrededor del disco puede utilizarse como medida indirecta de la

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) del organismo. (s7)

También esta influida por la tasa de desarrollo del organismo, capacidad de
difusion del antimicrobiano y algunos factores técnicos. Los diametros de las
zonas de inhibicion obtenidas con los diversos antibidticos se convierten en
categorias “susceptible”, “moderadamente susceptible” y “resistente” con

referencia a un cuadro (cuadro N° 9).

Este método es conveniente y flexible para bacterias aerobias y facultativas de
rapido crecimiento como las Enterobacteriaceae, Pseudomonas vy

Staphylococcus.
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Cuadro N° 9. Tabla de referencia para evaluar susceptibilidad. (27

CMI (ug/mL) Diametro (mm)
Susceptible <4 =220
Intermedio 8-16 15-19
Resistente > 32 <14

3.15.2 Determinacién de la Concentraciéon Minima Inhibitoria (CMI).

La cuantificacion de la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalla
habitualmente mediante algunas de las variantes de los métodos de dilucion. La
CMI se ha establecido como “Gold Standard” frente a otros métodos que evaltan
susceptibilidad antimicrobiana; ademas de confirmar resistencias inusuales, da
respuestas definitivas cuando el resultado obtenido por otros meétodos es

indeterminado. (s7)

Se puede realizar en micro dilucion para lo cual se escogen las placas que tienen
96 pocillos en las que se estudia en cada una de ellas, el mismo microorganismo,
8 antimicrobianos y 11 diluciones (la Gltima columna se suele utilizar como control
de crecimiento) o viceversa. s7) Sin embargo, tiene la particularidad que puede

usarse y adaptarse a las necesidades de la investigacion.

Las placas de micro dilucion deben sellarse con adhesivo para evitar la
evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben. Tras la incubacién se
observa la turbidez o se procede a la adicion del bromuro de 3 (4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5difeniltetrazolium (MTT). Las células vivas y metabdlicamente activas
son capaces de reducir el MTT, de color amarillo en soluciéon a formazan,
compuesto insoluble que precipita en forma de cristales violeta, evidenciando de

esta forma actividad metabdlica. El pocillo que contenga la menor concentracion
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del agente que inhibe completamente el crecimiento define la CMI. (s1) Puede
utilizarse rezasurina, a cambio de MTT, la cual indica que hay actividad
metabdlica cuando toma un color rosado demostrando que la bacteria esta viva

y de un color morado cuando hay inhibicién. (s7)

3.15.3 Curva de muerte

La técnica de la curva de muerte mide la actividad microbicida de la combinacion
que se prueba. La curva de muerte proporciona una imagen dinamica de la
accion e interaccién antimicrobiana a lo largo del tiempo (en funcién de los

recuentos de colonias en serie). (36)

Sin embargo, los recuentos repetitivos de colonias que requiere esta técnica son
tediosos y limitan seriamente el nUmero de concentraciones y combinaciones de
antimicrobianos que se pueden analizar con cualquier aislado. Por lo tanto, si los
resultados de laboratorio son utiles para guiar la terapia, es esencial que las
concentraciones de antimicrobianos analizadas se elijan cuidadosamente y que
representen concentraciones que se puedan lograr en el supuesto sitio de
infeccion. Debido a que el medio se muestrea de forma repetitiva para el
recuento de colonias, los estudios de la curva de muerte deben realizarse en
medios liquidos y se requiere cuidado para evitar la contaminacién. La mayoria
de los experimentos se realizan con un inéculo final de 1x10° a 1x108 UFC/mL,
que se produce diluyendo un cultivo nocturno del patégeno en caldo
Mueller Hinton. (zs)

El muestreo inicial para el recuento de colonias debe realizarse tan pronto como
se agregue el inéculo (dentro de 5 minutos). Especialmente si se utilizan
intervalos de muestreo cortos; los matraces de cultivo deben devolverse a la

incubadora inmediatamente después de que se hayan retirado las alicuotas. (ze)
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3.15.4 Dilucion Salina (3s)

Como se realiza generalmente, este método utiliza una serie de tubos que
contienen 4,5 ml de solucion salina estéril (NaCl al 0.9%) u otro diluyente estéril
apropiado. Una alicuota de muestra de 0,5 ml del cultivo en el primer tubo
(produciendo una dilucién 10%) y luego, después de mezclar bien, transfiere 0,5
mL de ese tubo (con una nueva pipeta estéril) al siguiente tubo (que se convierte
en el 102 dilucién), repitiendo el procedimiento hasta que se hayan preparado una

serie de tubos (generalmente de 10* a 108). ()

Alicuotas precisas de estos tubos se colocan en una placa de agar sin
antimicrobianos y se incuban durante la noche (0 mas, para organismos de
crecimiento lento o cuando hay un efecto post antibiético prolongado. Si se usan
alicuotas de 0.1 mL, deben extenderse sobre la superficie de una placa de agar
completa. Sin embargo, si se usan volumenes mas pequefios (por ejemplo, gotas
de 0.025 mL), a menudo es factible usar una sola placa para los resultados de

todas las diluciones de un recuento de colonias (Figura N°3).

(40-8 =1
7) 100 07"

\ /

Figura N°3. Disposicién de gotas de caldo de cultivo en una placa de agar para
contar unidades formadoras de colonias por mililitro. Sombreado,
area de la placa tipicamente cubierta por gotas individuales de 0.025
mL de cada dilucion de diez veces. (3s)
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Si se espera que el recuento de colonias sea cercano a cero, es util colocar una
parte alicuota de la muestra sin diluir en el centro de la placa (con el método
de micropipeta) o usar una placa de agar adicional con 0.1 ml de material sin

diluir (con el método de pipeta macro de 0.1 mL). (3s)

En muchos casos, también es necesario determinar que el arrastre de
antimicrobianos desde los tubos de dilucién no es de magnitud suficiente para
bajar falsamente el recuento de colonias resultante. Esto generalmente no es un
problema cuando el conteo se realiza en gotas derivadas del cuarto o quinto tubo
de dilucién o més alla porque el proceso de dilucion generalmente reduce las

concentraciones de antimicrobianos residuales a niveles insignificantes. (zs)

Las placas de agar utilizadas para el recuento de colonias no deben contener
ningun antimicrobiano. Es importante no inclinar (y preferiblemente no mover) las
placas sobre las que se han aplicado las gotas hasta que las gotas hayan tenido

tiempo de secarse completamente. (z¢)

3.16 Técnicas de visualizacion microscopica de microorganismos

3.16.1 Microscopio Electrénico

El microscopio electrénico es nuestra ventana en los detalles mas minimos del
mundo microscopico. Una de las caracteristicas mas impresionantes es la
resolucién que proporciona. El microscopio electrénico forma una imagen con un
haz de electrones que se pueden hacer que viajen en patrones ondulados cuando
se aceleran a altas velocidades. Estas ondas son 100,000 veces mas cortas que
las ondas de luz visible. Debido a que el poder de resolucién es una funcién de
la longitud de onda, los electrones tienen un poder extraordinario para resolver
estructuras diminutas. Debido a que la resolucion es tan sustancial, se deduce

gue el aumento también puede ser extremadamente alto, generalmente entre
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5,000x y 750,000x para muestras biologicas y hasta 5,000,000x en algunas

aplicaciones. (73)

En forma fundamental, el microscopio electrénico es un derivado del microscopio
compuesto. Emplea componentes analogos, pero no necesariamente los mismos
que los de la microscopia Optica. Por ejemplo, se amplia por etapas por medio
de dos sistemas de lentes, y tiene una lente de condensacion, un soporte para
muestras y un aparato de enfoque. Una pistola de electrones dirige su haz a
través de un vacio hacia electroimanes en forma de anillo que enfoca este haz
en la muestra. Las muestras deben tratarse previamente con productos quimicos
o colorantes para aumentar el contraste y no pueden observarse en estado vivo.
La imagen ampliada se muestra en una pantalla de visualizacién o se fotografia
para su posterior estudio en lugar de ser observada a través de un ocular. Como
las imagenes producidas por electrones carecen de color, las micrografias
electronicas (una micrografia es una fotografia microscépica) son siempre

sombras de negro, gris y blanco. (73

El microscopio electronico de barrido proporciona algunas de las imagenes masa
dramaticas y realistas que existen. Este instrumento estéd disefiado para crear
una vista tridimensional extremadamente detallada de cualquier cosa, desde el
ojo de una mosca hasta los virus que escapan de su célula huésped. Para
producir esta imagen, la microscopia electronica de barrido no transmite
electrones; bombardea la superficie de un espécimen entero recubierto de metal
con electrones mientras se escanea de un lado a otro. Un sofisticado detector
recoge una lluvia de electrones desviados de la superficie con gran fidelidad, y el
patron de electrones se muestra como una imagen en un televisor verde. Los
contornos de los especimenes resueltos con microscopia electrénica de barrido
son muy reveladoras y a menudo sorprendentes. Las areas que se ven lisas y

planas con el microscopio Optico muestran caracteristicas intrigantes de la
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superficie con el SEM. Se puede visualizar las imagenes en 3D de las
caracteristicas de la superficie celular y viral. (73)

Dicha microscopia es utilizada en las investigaciones para visualizar la existencia
del dafio celular que un microorganismo pueda sufrir por efecto de alguna

sustancia.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio. (s4)

El estudio realizado fue de tipo experimental y exploratorio.

Experimental: ya que se realizaron pruebas experimentales in vitro con
microorganismos de interés en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Quimica y Farmacia y en el Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador.

Exploratorio: debido a la escasa informacion e investigacion sobre

composicién quimica y actividades bioldgicas de propdleos de El Salvador.

4.2 Investigacion bibliografica

La investigacion bibliogréafica se llevd a cabo en las siguientes bibliotecas y bases

de datos:

Dr. Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad
de El Salvador.

Central de la Universidad de El Salvador.

Facultad de Ciencias Agronémicas, Universidad de El Salvador.

Universidad Dr. José Matias Delgado.

Base de datos ELSEVIER.

Internet.

4.3 Investigacion de campo

La recolecciéon de muestras de propéleos crudos se realizé por los apicultores en

diferentes municipios de los departamentos de El Salvador, los cuales fueron
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colectados en el periodo de junio a julio de 2019, y posteriormente entregados a
los investigadores.

4.3.1 Recoleccién de las muestras de propéleos.

Las muestras de propéleos crudo fueron recolectadas en el periodo de junio a
julio de 2019 por los apicultores en los municipios de Armenia, departamento de
Sonsonate; Santiago Texacuangos, departamento de San Salvador; Olocuilta,
departamento de La Paz; Jocoaitique, departamento de Morazan; La Palma,
departamento de Chalatenango; San Alejo, departamento de La Union y
Jayaque, Huizucar, Colén, Ciudad Arce, departamento de La Libertad para
posteriormente ser entregadas a los investigadores para su identificacion y

codificacion segun lugar de procedencia.

Dichas muestras fueron depositadas en bolsas plasticas y/o herméticos de
plastico protegidas de la luz para ser transportadas y almacenadas a una

temperatura entre -2 a -18°C.

4.3.2 Universo

Las colmenas ubicadas en los municipios de los departamentos de Sonsonate,

La Libertad, San Salvador, La Paz, Morazan, Chalatenango y La Union.

4.3.3 Muestra

Diez muestras de propoleos, de todas las colmenas de los apiarios muestreados,
recolectadas por el método de raspado por los apicultores de los municipios de
Armenia, Jocoaitique, La Palma, Jayaque, Huizucar, Colén, Ciudad Arce,

Santiago Texacuangos, Olocuiltay San Alejo, de El Salvador hasta que se obtuvo
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un peso de aproximadamente 200 gramos.

4.3.4 Tipo de muestreo.

No probabilistico por conveniencia, debido a que fueron seleccionados apiarios y
apicultores que aceptaran ser incluidos en este estudio, considerando la

accesibilidad y proximidad de éstos en los diferentes municipios de El Salvador.

4.4 Parte Experimental.

4.4.1 ldentificacion de muestras de propdleos

Las muestras de propoleos fueron proporcionadas por los apicultores
colaboradores, de los diferentes municipios, colectados en el periodo de junio a
julio de 2019 fueron entregados a los investigadores (Ver Anexo N° 1). Dichas
muestras fueron identificadas en una hoja de recoleccion de datos y codificadas,
segun su lugar de procedencia, y descritas segun sus caracteristicas
organolépticas (color, aspecto, olor, consistencia y sabor) segun el criterio de la
NSO 65.19.02:03 17, 75) (Ver Anexo N° 2).

4.4.1.1 Descripcién de Caracteristicas Organolépticas.

4.4.1.1.1 Color:

1) Colocar una cantidad aproximada a 2 gramos de muestra sobre un vidrio de
reloj.

2) Observar el color de la muestra que puede variar entre café, verde, gris y otras

tonalidades conforme a su origen botanico.)

4.4.1.1.2 Aspecto:

1) Colocar una cantidad aproximada a 2 gramos de muestra sobre un vidrio de
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reloj.
2) Tomar una porcién de la muestra y observar su aspecto que puede variar entre
masa redonda con brillo, masa irregular con poco brillo, trozos irregulares

opacos, trozos irregulares con brillo y polvo o granulado.

4.4.1.1.3 Olor:

1) Colocar una cantidad aproximada a 2 gramos de muestra sobre un vidrio de
reloj.

2) Percibir el olor colocando dicha muestra cerca de la nariz y describirlo el cual
puede variar entre resinoso, resinoso suave, resinoso aromatico, resinoso muy

aromatico.

4.4.1.1.4 Consistencia

1) Colocar una cantidad aproximada a 2 gramos de muestra sobre un vidrio de
reloj.

2) Tomar una porcion de la muestra y palpar con los dedos para percibir su

consistencia que puede variar entre muy blanda, blanda, poco blanda y dura.

4.4.1.1.5 Sabor:

1) Colocar una cantidad aproximada a 2 gramos de muestra sobre un vidrio de
reloj.

2) Tomar una pequefia porcion y percibir su sabor que puede variar entre picante,

dulce, amargo e insipido.

4.4.2 Preparacion de extractos hidroalcohélicos de propéleos. (3, 19,57) (Ver
Anexo N° 3)

- Limpiar las 10 muestras de propoéleos vy triturar la muestra.

- Transferir 80.0 g a un vaso de precipitado con 1 litro de etanol 80%.
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- Ultrasonicar por 90 minutos.

- Macerar a temperatura ambiente por 3 dias protegido de la luz.

- Filtrar en papel filtro (Whatmann).

- Llevar el filtrado al rotavapor a 100 rpm y 50°C + 2 °C hasta un punto cercano
a sequedad.

- Transferir a tubos Falcon de 50 mL y colocar en el equipo Genevac® EZ-2
Plus Evaporator hasta sequedad.

- Colocar en el ultracongelador a -40°C durante la noche.

- Liofilizar.

- Guardar el extracto liofilizado en refrigeracion protegido de la luz.

- Calcular el porcentaje de rendimiento con la siguiente formula:

o Peso extracto seco
%Rendimiento = —— x100
Peso inicial del propoleos

4.4.3 ldentificacion  cualitativa de metabolitos secundarios por
Cromatografia en Capa Fina. @2) (Ver Anexo N° 4)

- Fase estacionaria: Cromatoplacas de Aluminio recubiertas de Silice Gel
GF254 Marca Merck 20 x 20 cm.

- Fase movil: n-Hexano, Acetato de Etilo, Acido Acético (60:30:0.5)

- Revelador: reactivo 6leum (acido acético glacial: acido sulfarico: agua
destilada 20:1:4) con calor.

- Evidencias: manchas color azul fluorescente visualizado en luz UV a 254 nm
antes de adicionar el revelador (cumarinas).
Manchas color ocre (triterpenos), manchas color amarillo (chalconas),
manchas color violeta (diterpenos), manchas de naranja a rojo (flavonoides)
después de agregar el reactivo revelador y calentar a 105 °C.

- Estandares: B-amirina (triterpenos), kukulkanina A (chalconas), acido

isocuprésico  (diterpenos), quercetina  (flavonoides),  umbeliferona
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(cumarinas).

- Preparar la fase movil.

- Saturar la camara Cromatogréfica con la respectiva fase moévil durante 1 hora.

- Preparar los estandares de [(-amirina, kukulkanina A, acido isocuprésico,
quercetina y umbeliferona con concentracion de 0.50 mg/mL.

- Medir 1.0 cm. de altura de base a la placa cromatogréafica y 1.0 cm. en el
borde superior con suavidad sin levantar el adsorbente.

- Aplicar con un tubo capilar los estandares previamente preparados, en el carril
11 colocar el estandar de beta-amirina, en el 12 el estandar de kukulkanina,
para el carril 13 adicionar el &cido isocupresico, en el carril 14 agregar
estandar de quercetina y carril 15 la cumarina.

- Aplicar con un tubo capilar las muestras de extractos de propdleos en los
carriles del 1 al 10, de la siguiente manera; carril 1 Armenia, Sonsonate; carril
2 Jocoaitique, Morazan; carril 3 La Palma, Chalatenango; carril 4 Jayaque, La
Libertad; carril 5 Huizlcar, La Libertad; carril 6 Coldn, La Libertad; carril 7
Santiago Texacuangos, San Salvador; carril 8 Ciudad Arce, La Libertad; carril
9 San Alejo, La Uniodn; y carril 10 Olocuilta, La Paz.

- Colocar la placa inyectada dentro de la camara cromatogréafica previamente
saturada.

- Permitir que la fase mavil eluya hasta la linea del frente del solvente.

- Sacar la placa cromatografica y dejarla secar.

- Observar a la luz UV a una longitud de onda de 254 nm.

- Rociar la placa cromatogréfica con el reactivo revelador y calentar en hot-plate
a 105°C, en campana de extraccion de gases.

- Marcar y medir el desplazamiento de las manchas de muestras y estandares.

- Observar las coloraciones de las bandas y documentar los valores de Rf.

4.4.4 Preparacion de cultivo de trabajo. (18, 34

Se utilizaron las siguientes cepas de microorganismos: Escherichia coli
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ATCC25922, Pseudomona aeruginosa ATCC9027, Salmonella entérica serovar
typhimurium ATCC14028, Bacillus subtillis subsp. spizizenii ATCC6633,
Staphylococcus aureus ATCC25923 y Candida albicans ATCC10231.

Las cepas estaban contenidas en crioviales y/o pellet, por lo que fueron

reconstituidas para su uso, realizando el siguiente procedimiento (Ver Anexo N°

5):

- Tomar una asada de cada criovial conteniendo las cepas y suspender en
caldo nutritivo (para bacterias) y caldo Sabouraud dextrosa (para levadura) e
incubar a temperatura de 35+2°C por 18 a 24 horas.

- Tomar una asada de la suspension de microorganismo correspondiente y
realizar estriado en tres tubos con agar de cultivo inclinado (agar nutritivo para
bacterias y agar Sabouraud para levadura) e incubar a 35 + 2°C por
18 a 24 horas.

- Agregar tres esferas de vidrio estériles, 1mL de solucion salina estéril y
arrastrar el crecimiento de la superficie del bisel.

- Transferir la suspensiéon generada a un tubo estéril.

- Transferir una alicuota de la suspension anterior a 5 mL de solucion salina
estéril. Leer en un espectrofotometro Uv/Vis a 580nm y ajustar la
transmitancia de la suspension, para bacterias entre 25% y 35% y para
levadura entre 0.5 y 5%.

- Realizar la verificacion del recuento de las suspensiones estandarizadas,

morfologia macroscoépica y microscopica.

NOTA: Dicha suspension puede utilizarse durante un periodo maximo de
cinco dias, bajo refrigeracion a temperatura de 4 °C a 8 °C. Al transcurrir este
tiempo, es necesario realizar de nuevo el procedimiento de preparacion de

cultivo de trabajo.

4.4.5 Verificacion del recuento de las suspensiones estandarizadas. (s (Ver
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Anexo N° 6).
Transferir una alicuota de 0.1 mL de suspensién estandarizada en el
procedimiento anterior a 9.9 mL de Solucién Salina Estéril (dilucion 1:100 o
102).
Hacer dos diluciones 1:100 adicionales (10 y 10) y luego hacer una dilucién
1:10 para obtener la dilucién 10,
Realizar el recuento en placa de la siguiente manera:
Por duplicado alicuotas de 1mL y de 0.1mL de la dilucién 107 en el caso de
bacterias.
Por duplicado alicuotas de 1mL de las diluciones de 10y 10”7 en el caso de
levadura.
Adicionar el medio adecuado de acuerdo con el tipo de microorganismo e
incubar.
Realizar los calculos necesarios para determinar la cantidad de
microorganismo presentes en la suspension estandarizada.
NOTA: realizar este procedimiento el dia en que se utiliza la suspension de

microorganismo para los diferentes ensayos microbioldgicos.

4.4.6 Seleccién de antibidtico y antimicético como control positivo de

inhibicién y determinacién de su concentraciéon minima inhibitoria
(CMI). (27, 57, 62, 78)

Para dicho ensayo, se evaluaron los antibidticos amoxicilina, ampicilina y

amikacina para bacterias, para ser utilizado como control positivo de inhibicién,

mientras que, para la levadura, se evalu6 el antimicotico clotrimazol.

Preparar las diluciones seriadas para obtener concentraciones de 2ug/mL, 4
pg/mL, 8 pg/mL, 16 pg/mL, 32ug/mL y 64 pg/mL.

Se utilizaron 2 placas de 96 pocillos estériles, las cuales constan de 12
columnas por 8 filas.

Las filas de la placa 1 fueron divididas de la siguiente manera: (Ver Anexo
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N° 7).

Las filas A-B: Evaluacion de antibidticos frente a Pseudomona aeruginosa
ATCC9027.

Las filas C-D: Evaluacion de antibidticos frente a Salmonella enterica serovar
typhimurium ATCC14028.

Las filas E-F: Evaluacion de antibidticos frente a Escherichia coli ATCC25922.
La fila G-H: control de esterilidad.

Las filas de la placa 2 fueron divididas de la siguiente manera: Ver Anexo N°
8).

Las filas A-B: Evaluacién de antibioticos frente a Staphylococcus aureus
ATCC25923.

Las filas C-D: Evaluacion de antibidticos frente a Bacillus subtillis subsp.
spizizenii ATCC6633.

La fila E: Evaluacion de antimicotico frente a Candida albicans ATCC10231
La fila F-H: Control de esterilidad.

Agregar 100uL de medio de cultivo (Caldo Mueller Hinton para bacterias y
Caldo Sabouraud para levadura) a cada uno de los pocillos.

Agregar 20 pL de suspension de microorganismo correspondiente.

Agregar 100 pL de la dilucion de antibiético o antimicotico correspondiente,

tomando en cuenta la siguiente distribucion:

Placa 1:

A las filas A, C, Ey columnas 1 a la 6, agregar el antibiético amoxicilina. A las
columnas 7 a 12 agregar el antibiético amikacina.

A las filas B, D, F y columnas 1 a la 6, agregar el antibiotico ampicilina. Las
columnas 7 a 12 se utilizan como control de crecimiento de microorganismo.

A todos los pocillos de las filas G y H, agregar caldo Mueller Hinton.

Placa 2:
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- Alas filas A, Cy columnas 1 a la 6, agregar el antibiético amoxicilina. A las
columnas 7 a 12 agregar el antibiético amikacina.

- Alas filas B, D y columnas 1 a la 6, agregar el antibiético ampicilina. Las
columnas 7 a 12 se utilizan como control de crecimiento de microorganismo.

- A lafila E y columnas 1 a la 6, agregar el antimicético clotrimazol. Las
columnas 7 a 12 se utilizan como control de crecimiento de microorganismo.

- Atodos los pocillos de las filas F, Caldo Sabouraud Dextrosa y a los pocillos
de las filas G y H, agregar caldo Mueller Hinton.

- Cubrir la placa e incubar a 35 + 2°C porl8 a 24 horas.

- Agregar 30uL de resazurina a todos los pocillos, cubrir la placa e incubar a 35

+ 2°C por 2 horas.

4.4.7 Ensayo de Difusion en agar. (27, s0, 76)

- De los extractos secos que se encontraban refrigerados, se prepararon las
diluciones de cada extracto a las concentraciones de 12, 6, 3, 1.5, 1, 0.5, 0.25
y 0.125 mg/mL. (Ver Anexo N° 9)

- Preparar placas con 20mL de agar Mueller Hinton (para bacterias) y
Sabouraud dextrosa (para levadura).

- Perforar el medio de cultivo con un orador estéril para formar pocillos de
4mm, de modo que, se realicen 6 pocillos por placa.

- Tomar con un hisopo estéril de la suspension de microorganismo
correspondiente previamente estandarizada a 1x108 UFC/mL para bacterias
y 1x10° UFC/mL para levadura y realizar hisopado en la placa
correspondiente.

- Agregar 100 pL de la dilucion de extracto correspondiente a cada pocillo.

- Agregar 100 pL de la concentracion de antibiético correspondiente a su CMI
como control positivo de inhibicion.

- Agregar 100uL de DMSO 10% como control solvente.
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Dejar reposar por 1 hora para permitir la difusion del extracto en el medio de
cultivo.
Incubar a 35 * 2°C por 18 a 24 horas

Realizar la medida de los diametros de la zona de inhibicion.

4.4.8 Ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria. (s7) 60) (62) (79)

Dicho ensayo sélo se realiz6 con aquellos extractos que presentaron zona de

inhibicion en el ensayo de difusion en agar.

Realizar diluciones seriadas con dimetilsulféxido 10% (DMSO) para obtener
nueve concentraciones diferentes del extracto de propoleos en evaluacion,
teniendo en cuenta que, en el proceso de microdilucién, la concentracion de
los extractos disminuye al ser agregada en los pocillos por el caldo de cultivo,
preparandolos asi a una concentracion mayor para obtener la concentracion
final deseada de 64, 128, 256, 512, 1024, 2048, 4096, 8192, 16384 ug/mL del
extracto perteneciente a Huizlcar, La Libertad y 256, 512, 1024, 2048, 4096,
8192, 16384, 32768, 62536 ug/mL del extracto perteneciente a San Alejo, La
Union.

La microplaca cuenta con 12 columnas y 8 filas. Las columnas 1 a la 9
corresponden a las concentraciones del extracto de menor a mayor. La
columna 10 corresponde al control de crecimiento. La columna 11
corresponde al control positivo de inhibicidon. La columna 12 corresponde al
control de esterilidad.

Las filas A, B, Cy F, G, H corresponden al andlisis por triplicado del extracto
gue presento actividad inhibitoria en el ensayo de difusion en agar.

Agregar a todos los pocillos 100uL de caldo Mueller Hinton.

Agregar a las columnas 1 a la 11, 20uL de suspensién de microorganismo
correspondiente, previamente estandarizada, para obtener un inéculo final

aproximadamente de 5x10° UFC/mL.
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- Agregar alas columnas 1 ala 9, 100uL de la dilucién de extracto de propoleos
correspondiente.

- Agregar a la columna 11, 100uL 2del antibiético correspondiente.

- Cubrir la placa e incubar a 35 + 2°C por 18 a 24 horas.

- Agregar 30uL de resazurina a todos los pocillos, cubrir la placa e incubar a 35
+ 2°C por 2 horas.

4.4.9 Ensayo de Curva de Muerte. (3¢) (57) (60)

- Preparar una suspensién microbiana con 1x10® UFC/mL en caldo Mueller
Hinton.

- Rotular tubos Eppendorff con las diluciones 101, 102, 103, 104,10° y 106,

- Agregar la cantidad necesaria de suspension de microorganismos y extractos
de propoleos a evaluar, de manera que, se obtenga un volumen final de
1000pL con concentracion microbiana de 1x107 UFC/mL y concentracion final
de extracto de propdleos igual a la concentracion minima inhibitoria en
evaluacion.

- Tomar 100uL del tubo anterior y agregarla al tubo correspondiente (101) que
contiene 900 pL solucién salina estéril y agitar.

- Tomar una alicuota de 10 pL y realizar microgota.

- Tomar 100uL del tubo de la solucibn anterior y agregarla al tubo
correspondiente (10?) que contiene 900 pL solucién salina estéril y agitar.

- Tomar una alicuota de 10 pL y realizar microgota.

- Repetir los pasos anteriores hasta obtener la dilucion 106, realizando
microgota en cada dilucion.

- Incubar a 35°C % 2°C por 18 a 24 horas.

- Repetir el procedimiento para los tiempos 2, 4, 6, 8, 12, 24, 26 h.
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Realizar mismo procedimiento para suspensiéon de microorganismo como
control de crecimiento y con el antibidtico seleccionado con su respectiva

Concentracion Minima Inhibitoria como control positivo de inhibicion.

4.4.10 Microscopia Electronica de Barrido. (39)

1.

Preparar una suspension microbiana con 1x108 UFC/mL en caldo Mueller
Hinton.

Agregar la cantidad necesaria de suspension de microorganismo y extracto
de propoleos a evaluar, de manera que, se obtenga un volumen final de
1000puL con concentracién microbiana de 1x108 UFC/mL y concentracion final
de extracto de propdleos igual a la Concentraciébn Minima Inhibitoria en

evaluacion e incubar a 35 * 2°C por 18 a 24 horas.

3. Centrifugar a 16000rpm por 15 minutos.

»

© N o o0

10.

11.

12.

Fijar los microorganismos, agregando Glutaraldehido al 2.5% en buffer fosfato
y dejar reposar por una noche a 4° C.

Realizar dos lavados de 10 minutos cada uno, con buffer fosfato.

Agregar Osmio y dejar reposar por 1 hora a temperatura de 4°C.

Realizar dos lavados adicionales de 10 minutos con buffer fosfato.
Deshidratar las muestras agregando alcohol a 30%, 50% 70%, 80%, 90% y
100% por 10 minutos cada adicion.

Agregar mezcla de alcohol acetona en proporciones de 3:1; 2:2; 1:3 y acetona
pura; dejar reposar por 10 minutos luego de cada adicion.

Realizar secado por punto critico en el equipo BAL-TEC CPD 030 Ciritical
Point Dryer utilizando canastas Microporus Specimen Capsules 30 microns
de medidas 12mmOD x 11mmH.

Realizar recubrimiento con oro en el equipo BAL-TEC SCD 050 Sputter
Coater.
Observar al microscopio de barrido.



CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS



80

5.0 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Las muestras de propéleos de los municipios de La Palma, Colén, Ciudad Arce,
Huizucar, Jayaque, Olocuilta y Santiago Texacuangos representan el 70% de las
muestras que pertenecen a la Zona Central de El Salvador. Asi mismo, las
muestras de los municipios de Jocoaitique y San Alejo representan el 20% de las
muestras las cuales pertenecen a la Zona Oriental del pais. Conjuntamente, se
obtuvo una muestra del municipio de Armenia perteneciente a la Zona Occidental

del pais, la cual representa el 10% de las muestras.

Los propdleos de Armenia presentaron un color café con un aspecto de masa
irregular con poco brillo, olor resinoso aromatico, consistencia blanda, mientras
que, los obtenidos de Jocoaitique fueron de color café oscuro con aspecto de

masa irregular con poco brillo olor resinoso suave de consistencia poco blanda.

En cuanto a los propdleos de La Palma, su color fue café con aspecto de masa
irregular con poco brillo de olor resinoso muy aromatico y blandos. Del mismo
modo, los propodleos de Jayaque se presentaron de color gris trozos irregulares
opacos de olor resinoso aromatico poco blandos. Los propéleos de HuizUcar
mostraron color café oscuro con aspecto de masas irregulares con poco brillo,
olor resinoso aromatico y blandos. Los propoéleos de Colon se evidenciaron de
color café oscuro, trozos irregulares opacos de olor resinoso aromatico y poco
blandos, siendo estas propiedades compartidas con los propéleos de Santiago
Texacuangos, a excepcion del color de este ultimo, siendo café grisaceo. Los
propodleos procedentes de Ciudad Arce presentaron color café claro en forma
trozos irregulares opacos con olor resinoso suave y poco blandos. Todas las

muestras fueron insipidas.

Los resultados obtenidos se presentan de forma resumida en el cuadro N° 10.
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Cuadro N° 10. Resultados de propiedades organolépticas de muestras crudas
de propdleos.

Propiedades organolépticas
Procedencia i i
Color Aspecto Olor Consistencia Sabor
Armenia,
El Café MIPB RA B In
Sonsonate
Jocoaitique, Café
E2 i MIPB RA PB In
Morazan oscuro
La Palma,
E3 Café MIPB RMA B In
Chalatenango
Jayaque, La )
E4 ] Gris TIO RA PB In
Libertad
Huizlcar, La Café
E5 ] MIPB RA B In
Libertad oscuro
Colén, La Café
E6 . TIO RA PB In
Libertad 0Sscuro
Santiago
Café
E7 Texacuangos, . TIO RA PB In
grisaceo
San Salvador
Ciudad Arce, La Café
E8 ] TIO RS PB In
Libertad claro
San Alejo, La Café
E9 . TIO RS D In
Unién verdoso
] Café
E10 | Olocuilta, La Paz MIPB RA PB In
0SCuro
MRB: Masa redonda con brillo; MIPB: Masa irregular con poco brillo; TIO: Trozos irregulares
opacos; TIB: Trozos irregulares con brillo; PG: Polvo o granulado; I: Inodoro; R: Resinoso; RS:
Resinoso suave; RA: Resinoso aromatico; RMA: Resinoso muy aromatico; MB: Muy Blanda;
B: Blanda: PB: Poco blanda; D: Dura; P: Picante; Du: Dulce; A: Amargo; In: Insipido.

Lozina et al. (2010) (37), obtuvieron muestras de propoleos crudas con colores

marrén oscuro con tintes rojizos, verdes y amarillos; ademas las muestras de
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propoleos se presentaron en forma de trozos irregulares, en su mayoria opacos.
Su consistencia varié entre maleable a rigida y sus sabores entre amargo,
insipido, dulce y picante. Galindo et al. (2016) (23), exponen que obtuvieron
muestras en forma de conglomerados en forma de briquetas, aromas resinosos,

opacos, desde color amarillo claro hasta el castafio oscuro con luminosidad.

La variabilidad en las caracteristicas organolépticas reportadas por otros autores
también pudo ser evidenciada durante la presente investigacion en la cual cada
muestra de propoleos presenté caracteristicas organolépticas diferentes entre si
segun la zona de recoleccién y por consiguiente, variacion respecto a muestras
de otros paises. Una conglomeracion en forma de bloques es atribuida al método
de obtencion y/o recoleccion (s7), que en la mayoria de los casos es por raspado,
y también a su forma de almacenamiento (2). La variacion del aroma esta atribuida

a la riqueza de aceites esenciales (23) y a la flora existente en la region apiaria (s).

El color y la luminosidad estan atribuidos al origen botanico de la resina, época
de recoleccion y la edad de la especie botanica (23). Su aspecto opaco es por la
posible oxidacion de las resinas presentes 7). Su dureza se asocia a que las
abejas por instinto agregan suelo y restos de plantas que le conferirian dureza,
pues a altas temperaturas de las regiones apicolas, ablandaria los propoéleos y
por lo tanto éste ya no cumpliria la funcidén de hermetizar la colmena (ss), ademas,

relacionado con el momento del dia en que es recolectada la muestra (2.

Los extractos obtenidos fueron de consistencia blanda resinosa pegajosa. Los
porcentajes de rendimiento oscilaron entre 9.31% y 42.65% correspondiendo el
menor porcentaje al extracto de propdleos de Jocoaitique, Morazan y el mayor

porcentaje al extracto de propdleos de La Palma Chalatenango.

Los resultados obtenidos se resumen en el cuadro N° 11.



83

Cuadro N° 11. Porcentajes de rendimiento de extractos secos de propoleos.

Cdd Procedencia Porcentaje de rendimiento (%)
El Armenia, Sonsonate 13.24
E2 Jocoaitique, Morazan 9.31
E3 La Palma, Chalatenango 42.65
E4 Jayaque, La Libertad 13.68
E5 Huizucar, La Libertad 34.48
E6 Coldn, La Libertad 10.00
E7 Santiago Texacuangos, San Salvador 12.65
ES8 Ciudad Arce, La Libertad 16.76
E9 San Alejo, La Unién 23.53
E10 Olocuilta, La Paz 37.93

Bankova et al. (2019) (4 indica un procedimiento general, el cual sugiere el
alcohol como solvente a concentraciones que pueden variar de 70% a 96%,
donde ademas, sugiere colocar la muestra en el congelador a una temperatura
de aproximadamente -20°C y la disminucion de su tamafio de particula con el
objetivo de facilitar el proceso de extraccion de sus metabolitos secundarios,
seguido de una maceracion y extraccion ultrasonica para luego filtrar y ser
sometido a procesos de secado para la obtencion de extractos secos mediante
diferentes métodos, entre ellos la liofilizacion. La liofilizacion fue el método de
secado llevada a cabo en esta investigacion, que permitid obtener extractos que
no resultaron en polvo, lo cual se sugiere ser causado por las altas
concentraciones de etanol (80%) usadas para su extraccion y por tanto se obtuvo

extractos como una pasta pegajosa. (1)
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Asi como Bankova et al. (2019) @), indicaba un procedimiento general similar al
utilizado en esta investigacién, donde sugiere alcohol entre 70% al 96% para
obtener extractos sin cera, congelacién, disminucion de tamafio de particula,
maceracion vy liofilizacion, también Chen (2011) @s) plantea el uso de mezclas
hidroalcohdlicas como mezclas de solvente adecuado para obtener extractos sin
cera y que, ademas, este tipo de mezclas ha sido la eleccién preferida por la
variedad de compuestos con diferente polaridad que es capaz de extraer y que
junto con la extraccion asistida con ultrasonido permite una mejor capacidad

extractora.

Los porcentajes de rendimiento obtenidos durante esta investigacion oscilaron
entre 9.31% y 42.65%, posiblemente influenciado por el origen de la muestra
debido al contenido de ceras, asi como todos los compuestos insolubles en estos
solventes. Factores como proporciones de etanol y agua, el tiempo de
maceracion, la asistencia con ultrasonido, su composicién quimica Yy

concentracion.

La fase movil n-Hexano, Acetato de Etilo, Acido Acético (60:30:0.5), fue utilizada
para llevar a cabo el ensayo de Cromatografia en Capa Fina, debido a la
polaridad generada por dicha mezcla.

Al llevar a cabo la cromatografia en capa fina y visualizar bajo luz UV a 254nm
(ver figura N° 3) se observo en el carril 15 una mancha azul fluorescente con un
Rf de 0.21 correspondiente al estandar cumarinas. Las muestras estudiadas no
presentaron ninguna coloracion bajo estas condiciones, por tanto, no hay

evidencia de presencia de estos metabolitos.

Por otra parte, al ser utilizado 6leum y calor como reactivo revelador, los

estandares para triterpenos, chalconas, diterpenos y flavonoides en los carriles
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11 al 14 se evidenciaron por la presencia de manchas color ocre (triterpenos),
manchas color amarillo (chalconas), manchas color violeta (diterpenos), manchas
color naranja a rojo (flavonoides), (ver figura N2 5). y valores de Rf de 0.66, 0.42,

0.21 y 0.06 respectivamente.

Figura N° 4. Cromatografia en capa fina revelada bajo luz UV de onda corta
(A=254nm).

En cuanto a las muestras estudiadas durante esta investigacion, se evidencio
presencia de triterpenos debido a las manchas de color ocre en las muestras E1,
E2, E4, E5, E6, E7, E8, E9, E10 y valores de Rf de 0.66, 0.66, 0.67, 0.67, 0.66,
0.67, 0.67, 0.66 y 0.66, respectivamente. La muestra E5 presentd chalconas
evidenciado por la mancha de color amarillo y valor de Rf de 0.42. La muestra
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E3 presento diterpenos debido a la mancha de color violeta con un valor de Rf
de 0.20 mientras que la muestra E9 evidencio presencia de flavonoides debido a

la mancha color amarillo y valor de Rf de 0.06.

SR tlilo-AcAglin (6043046.5)

@)

g
g

b

Figura N2 5. Cromatografia en capa fina revelada con reactivo 6leum y calor
(105°C).
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Cuadro N° 12. Resultado de perfil cromatografico de extractos de propdleos.

Metabolitos Secundarios
Caodigo Procedencia
Tri Cha Dit Fla Cum
El Armenia, Sonsonate *) () ) ) )
’ (Rf=0.66)
Jocoaitique, (+)
£ Morazan (Rf=0.66) © 0 0 0
£ La Palma, (+)
Chalatenango ©) ©) (Rf=0.2) ©) ©)
E4 Jayaque, La Libertad *) () ) ) )
’ (Rf=0.67)
Huizucar, La (+) (+)
E5 . _ ~ Q) ¢) Q)
Libertad (Rf=0.67) | (Rf=0.42)
E6 Colon, La Libertad ¢ () ) Q] )
’ (Rf=0.66)
Santiago )
E7 Texacuangos, San (RI=0.67) () ) ) ()
Salvador
Eg Ciudad Arce, La (+)
Libertad (Rf=0.67) ©) ©) 0 0
E9 San Alejo, La Union ¢ () ) ) )
’ (Rf=0.66) (Rf=0.06)
E10 Olocuilta, La Paz *) (-) ) ) )
(Rf=0.66)
Tri: Triterpenos (Rf=0.66); Cha: Chalconas (Rf=0.42); Dit: Diterpenos (Rf=0.21); Fla:
Flavonoides (Rf=0.06); Cum: Cumarinas (Rf=0.21); (+): presencia; (-): ausencia




88

Las muestras pertenecientes a diferentes regiones de El Salvador utilizadas en
esta investigacion presentaron similitudes, en las que se destaca la presencia de
triterpenos en nueve de las diez muestras, siendo Unicamente la proveniente de
La Palma, Chalatenango que no presento este grupo de metabolitos secundarios,
sin embargo, esta misma fue la Unica en presentar diterpenos. Respecto a la
presencia de flavonoides, Unicamente se identificoO su presencia en la muestra
proveniente de San Alejo, La Union mientras que, en la muestra de Huizucar, La
Libertad, se presentaron flavonoides de tipo chalconas. Cabe destacar que,

ninguna de las muestras analizadas presentd cumarinas. (ver cuadro N° 12).

Si bien la composicién quimica de los propdleos esta sujeta a variacion, en El
Salvador, sélo existen pocos analisis previos sobre su composicion; uno de ellos
realizados en el afio 2001 en el cual se reporta la presencia de dos tipos de
chalconas s3) mientras que en otro estudio realizado en el mismo afio se reporta

la presencia de diterpenos en propéleos de Usulutan. (ss)

Ciertamente, la composicion quimica de los propdleos esta sujeta a cambios
influenciada claramente por su lugar de origen; en Honduras, Colombia,
Venezuela, Brasil, Tailandia y Nigeria se reporta la presencia de triterpenos;
propoleos de Colombia, Venezuela, Brasil, Argelia y Australia presentaron
diterpenos. Muestras de propoéleos de Canada, Estados Unidos, México, Cuba,
Honduras, Venezuela, Brasil, Uruguay, Argentina, Chile, Francia, Argelia,
Portugal, Ecuador y Reino Unido presentaron flavonoides mientras que, en
propoleos de Canad4a, Estados Unidos, Honduras, Argentina y Corea, se reporta

presencia de flavonoides de tipo chalconas. (1, 69)

Aunque no fueron identificadas cumarinas durante la presente investigacion, son
pocos los paises que reportan su presencia, entre ellos se encuentran Turquia )

y Argentina (11).
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Cabe destacar que la variacion en su composicién siempre es atribuida a la flora

circundante a la colmena de donde fue extraida la muestra de propdleos.

Para llevar a cabo los ensayos microbiologicos, se realizé la seleccion de
antibiético y antimicético, acorde a los antibiéticos con los que se contaba en el
laboratorio de microbiologia y con respecto a su espectro de accién, realizando
para ello una CMI de estos antibidticos y antimicético sobre los microorganismos
a evaluar, donde se obtuvo un resultado para el antibidético amikacina: 2 pg/mL
para Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y
Bacillus subtillis sub. Spizizenni respectivamente, para Salmonella typhimurium
una CMI de 4 pg/mL. En cuanto al micoticotico clotrimazol presento una CMI de
2 ug/mL. como control positivo de inhibicion y la determinacion de su
concentraciéon minima inhibitoria. Los resultados de dicho ensayo se evidencian

en la figura N° 5y N° 6.

Pseudomonas
aeruginosa

Salmonella
typhimurium

Escherichia
coli

Esterilidad

Figura N° 6. Seleccion de antibiético como control positivo de inhibicion vy
determinacién de su CMI frente a Pseudomona aeruginosa (Fila
A-B), Salmonella typhimurium (Fila C-D) y Escherichia coli (E-F).
Fila G-H: control de esterilidad.
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aureus

Bacillus
subtillis

Candida
albicans

Figura N° 7. Seleccion de antibiotico y antimicotico como control positivo de
inhibicién y determinacion de su CMI frente a Staphylococcus
aureus (Filas A-B), Bacillus subtillis (Filas B-C) y Candida albicans
(Fila E). Filas F-H: control de esterilidad. Las flechas indican el
pocillo que contiene la Concentracion Minima Inhibitoria.

Para el ensayo de difusion en agar, inicialmente se evaluaron las
concentraciones de 125ug/mL, 250ug/mL, 500ug/mL y 1000pg/mL, tomandose
como un resultado con efecto antimicrobiano a aquellos pocillos que contenian
zona de inhibicién, sin embargo, no existi6 ninguna actividad a estas
concentraciones de extractos de propoleos; los controles positivos utilizados si
presentaron zona de inhibicion alrededor del pocillo para todos los
microorganismos utilizados. En cuanto al medio de dilucion para los extractos,
dimetilsulfoxido (DMSQO) 10%, no presentd ninguna zona de inhibicién alrededor
de los pocillos. (Ver figura N° 8 (A)).

Se evaluaron concentraciones mayores a las planteadas inicialmente, debido a
que estas no presentaban un halo de inhibicién alrededor del pocillo en la placa,
por lo tanto, estas concentraciones fueron 1500pg/mL, 3000pug/mL, 6000pug/mL y
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12000pg/mL, presentando zona de inhibicion solo los extractos de propdleos de
los municipios de Huizucar, San Salvador frente a Salmonella enterica serovar
typhimurium ATCC14028 y San Alejo, La Union frente Bacillus subtillis subsp.
spizizenii ATCC6633. (Ver figura N° 8 (B)).

Figura No. 8 (A) Ejemplo de ausencia de zona de inhibicion (B) Presencia de
zona de inhibicion por extracto de propéleos de San Alejo, La
Unidn frente a Bacillus subtillis subesp. spizizenni ATCC 6633. St:
Amikacina 2ug/mL.

Durante dicho ensayo, se obtuvo zonas de inhibicidon que oscilaron entre 14mm
a 21mm frente Bacillus subtillis subesp. spizizenni ATCC 6633. (Ver figura N° 8)
mientras que las zonas de inhibicion frente a Salmonella enterica serovar
typhimurium ATCC14028 oscilaron entre 11mm a 19mm (Ver figura N° 9); ambos
casos presentaron una proporcionalidad directa entre la zona de inhibicion y su

concentracion de extracto de propoéleos correspondiente.

En relacion con la actividad antimicrobiana, sélo dos de los extractos evaluados
demostraron tener actividad antibacteriana: una bacteria Gram positiva (Bacillus
subtillis subsp. spizizenii) y una Gram negativa (Salmonella enterica serovar

typhimurium).
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Bacillus subtillis subsp. spizizenii ATCC6633
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Figura N2 9. Diametros de zonas de inhibicion producidas por los extractos de
propoleos de San Alejo, La Uniéon. *Amikacina: 2ug/mL
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Respecto a Bacillus subtillis las zonas de inhibicibn se presentaron a
concentraciones mayores a 3000 pg/mL, las cuales corresponden al extracto de
propdleos de San Alejo, la Union, que al mismo tiempo presenté metabolitos
como chalconas y triterpenos. Las chalconas son un tipo de flavonoides, por lo
que podria atribuirsele el efecto antibacteriano a este tipo de compuestos. La
actividad antibacteriana presentada para este extracto de propdleos coincide con
el estudio realizado por Martinez- Galan et al (2009) o) y por Ristivojevi¢ et al.
(2016) (s9) donde se reporta la actividad antibacteriana de extractos de propoleos
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, entre ellas Bacillus subtillis,
la cual se encontraba entre las méas sensibles a los extractos estudiados,

atribuyéndole estos resultados al contenido fendlico.

En un estudio realizado por Béji-Srairi et al. (2020) () con propdleos de Tunez,
Africa donde se demostrd la actividad frente a Salmonella typhimurium y Bacillus
subtilis, en la cual destacaban que la actividad depende del origen de la muestra,
la concentracion del extracto y la cepa bacteriana. Dicha actividad es atribuida a
la presencia de flavonoides, diterpenos, terpenos y acidos fendlicos que se
encuentran en las plantas de mayor abundancia en estas zonas geograficas;
aunqgue su actividad se encontré a concentraciones mucho més bajas, de 250 a
500 pug/mL, que las obtenidas durante el desarrollo de la presente investigacion
gue van de 1500 a 12000 pg/mL. Ademas, una investigacion realizada por Orsi
et al. (2005) 49 demostro que extractos de dos regiones de Brasil presentaron
actividad frente a esta bacteria haciendo mencion que la actividad puede variar
segun la region geogréfica de donde se extrae la muestra de propoéleos.

El extracto de propoleos de Huizlicar, La Libertad demostr6 actividad
antibacteriana frente a Salmonella typhimurium, aunque esta se presenta a
concentraciones altas, puede atribuirsele este efecto a los metabolitos de tipo

flavonoides que al comparar su sensibilidad puede clasificarse entre sensible y
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muy sensible, tomando como referencia el estudio realizado por Hadzic et al.
(2019) (25) donde se realiz6 el ensayo de difusion en pozo y proponen una escala
de acuerdo al tamafio de la zona de inhibicién que se presenta alrededor del pozo
gue va desde no sensible hasta extremadamente sensible, donde sefialan que
su extracto etandlico de propéleos en evaluacion es sensible frente a dicho
microorganismo. Sin embargo, dicho estudio sélo se basa en la zona de inhibicion

sin contemplar la concentracién para dicha clasificacion.

Tomando en cuenta la presencia de metabolitos secundarios de tipo flavonoides,
chalconas vy triterpenos en los propéleos utilizados durante esta investigacion,
Talero Urrego (2014) (74, sugiere que la actividad antimicrobiana de los propdleos
depende de sinergismo entre algunos flavonoides, acidos fendlicos y otros
compuestos. Sin embargo, por la alta versatilidad de la composicién quimica de
propoleos, no existe una actividad antimicrobiana definida en comparacion a los

antimicrobianos.

Bucio-Villalobos y Martinez-Jaime (2017) @0y evaluaron bacterias Gram positivas
y Gram negativas, donde reportan ausencia de actividad antimicrobiana sobre
Escherichia coli. Otras investigaciones realizadas por Silva et al. (2019) ()
determinaron que los extractos etandlicos estudiados no mostraron actividad
frente a bacterias Gram negativas, por ejemplo, frente a Pseudomona
aeruginosa, donde asocian esta ausencia de actividad antimicrobiana al origen,

composicion y la forma de recoleccién de los propoleos.

En relacion con la inactividad frente a Staphylococcos aureus en este estudio,
podria inferirse que es debido a la ausencia de metabolitos secundarios activos
frente a este tipo de microorganismos como lo son algunos flavonoides, que
segun Souza et al. (2014) s2) asocian que la ausencia de actividad antimicrobiana

frente a Staphylococcos aureus estd influenciada por la estacionalidad, el
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recolector y su composicion quimica como lo son los flavonoides. De igual forma,
Rico Lopez (2017) ss) determind la actividad frente a este Gram positivo donde
manifestaron que los distintos origenes de los propdéleos estan en relacion directa
con su composicion en sustancias antioxidantes y por tanto con su actividad
antimicrobiana. Otros resultados positivos frente a este microorganismo, lo
reporta Souza et al. (2014) 9 donde afirma que hay una correlacion positiva

entre el contenido total de flavonoides y la actividad antibacteriana.

La ausencia de actividad frente a Candida albicans ha sido reportada por
extractos provenientes de Colombia por Bastos et al. (2011) s), asi como también
por extractos provenientes de Corea y Tailandia, reportados por Chen (2011) (15)
donde algunos de los extractos estudiados no mostraron actividad frente a esta
levadura asociandolo al bajo contenido de flavonoides presentes en dichos
propodleos. Dicha inactividad frente a esta levadura fue evidenciada en el
desarrollo de la presente investigacion, que, a pesar de haber existencia de
flavonoides en dos muestras, ninguna tuvo actividad frente dicha levadura,
posiblemente atribuida a la baja concentracion de flavonoides o el tipo de

flavonoides presentes pudieran no ser activos frente a este microorganismo.

Es evidente que la diversidad en la composicién quimica en los propdleos se ve
influenciada por muchos factores los cudles estan intimamente relacionados con
sus actividades biolégicas, generando asi una asociacion directa entre la
presencia de metabolitos secundarios de tipo flavonoides y la actividad
antimicrobiana. Sin embargo, se debe considerar las concentraciones a las
cuales estos extractos podrian ser activos, ya que Ramirez y Castafio (2009) (s7)
expresan gue una buena actividad antimicrobiana debe estar por debajo de 1
mg/mL, para extractos de origen vegetal y asi considerar su actividad, pues las
concentraciones de antimicrobianos siempre tienden a ser activas a

concentraciones mucho mas bajas. Si bien este factor debe ser tomado en
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cuenta, ya se han reportado concentraciones con actividad antimicrobiana
superiores a 1 mg/mL para microorganismos Gram positivos, levaduras y adn
mas altas para Gram negativos. Sin embargo, durante la presente investigacion,
las concentraciones a las que se obtuvo actividad antimicrobiana fueron mayores
a 1lmg/mL y en la mayoria de los casos, no se presento actividad a pesar de las
altas concentraciones, muy probablemente debido a la escasez de metabolitos

de tipo flavonoides responsables generalmente de la accién microbicida.

Respecto al ensayo de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), realizado con los
extractos de propoleos que presentaron zona de inhibicion en el ensayo de
difusion en agar donde solo fueron 2 de 10; se obtuvo que, para la cepa
Salmonella entérica serovar typhimurium ATCC14028, presentd una coloraciéon
azul violeta en la columna 6 correspondiente a la concentracion 2048ug/mL de

extractos de propoleos de Huizucar, La Libertad, considerandose esta su CMI.

Respecto a los resultados obtenidos en el ensayo de Concentraciéon Minima
Inhibitoria por el método de microdilucién en caldo, para Bacillus subtillis subsp.
spizizenii ATCC6633 se obtuvo una coloracién azul oscura en la columna 6
correspondiente a la concentracion de 4096ug/mL de extractos de propdleos de
San Alejo, se obtuvo una CMI de 4096 pg/mL, considerada débil segun Wang
(2014) (78), siendo ésta la minima concentracion a la que el microorganismo es
inhibido por el extracto de propoéleos. Los resultados de dicho ensayo se

evidencian en la figura N° 11.

Resultados obtenidos por autores como Mohammadzadeh et al. (2007) (43)
reportaron una CMI de 250 pg/mL para bacterias formadoras de esporas, Bacillus
subtillis, que, aunque es mucho mas baja que la encontrada en este estudio, esta
relacionada a los altos niveles de esteres de cafeina y compuestos de

flavonoides. Otro estudio realizado por Chen (2018) @s) reportaron CMI a
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concentraciones bajas de 10 pg/mL para los propdleos extraidos con etanol al
80%.
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Figura N° 11. Determinacion de CMI. (A) Extracto de propdleos de Huizucar, La
Libertad frente a Salmonella entérica serovar typhimurium
ATCC14028. (B) Extracto de propdleos de San Alejo, La Union
frente a Bacillus subtillis subsp. spizizenii ATCC6633.

En cuanto a los resultados de CMI frente a Salmonella typhimurium, su inhibicion
fue a partir de la concentracion de 2048 ug/mL de extractos de propoleos de
Huizucar, La Libertad, considerada esta CMI como débil segun Wang (2014) (7s).
Sin embargo, es una concentracion cercana a la reportada por Talero Urrego
(2014) (s4) donde se reportaron estudios con extractos de propoleos colombianos
obtenidos con etanol al 70% y 96%, demostrando valores de CMI para
Salmonella typhimurium que varian desde 0.8 a 1.6 mg/mL mientras que, para

Bacillus subtilis, se presenté una CMI de 0.1 mg/mL para todos los extractos, en
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los cuales se encontraron diferencias significativas para las extracciones con

respecto a la actividad antimicrobiana.

Gomes et al. (2016) (24 reporto valores de CMI que van desde 2.25 a 18.5 mg/mL
para Gram positivas y 4.5 a 18.9 mg/mL para Gram negativas con extractos de
propoleos color marrén al 35%, procedentes de Brasil, mientras que Pérez et al.
(2020) (s3) reportan estudios con propéleos mexicanos de diferentes regiones con
resultados de CMI que van desde 0.19 mg/mL hasta 30 mg/mL, para bacterias
Gram positivas y de 3.75 mg/mL a 15 mg/mL para Gram negativas, sin embargo,
reportaron cantidades elevadas de flavonoides que daban la mejor actividad
sobre estas bacterias, pero se reportaban otros propéleos que contenian una
baja cantidad de estos compuestos y, en consecuencia, su actividad se veia

disminuida.

Por tanto al comparar la actividad antimicrobiana con respecto a todas sus
caracteristicas fisico quimicas las muestras que presentaron una actividad
antimicrobiana fueron los Unicos dos en presentar compuestos de tipo
flavonoides, donde destaca que los propoleos de la Unidn fueron los Unicos que
presentaron una coloracion café verdosa, y presentd en su composicion quimica
flavonoides que al observarse en CCF, se observo la diversidad de compuestos,
gue como se ha mencionado son estos los responsables de ejercer la accion
antimicrobiana y se puede correlacionar ya que fue 1 de los dos extractos que

presento una actividad frente a una bacteria Gram positiva.

En cuanto al propdleos de Huizlcar en su analisis fisico quimico, su analisis
organoléptico fue similar al resto de muestras, pero al hacer el estudio quimico
fue el Unico en presentar metabolitos de tipo chalconas que son un tipo de
flavonoides, donde podemos evidenciar una accion antimicrobiana sobre una

gran negativa, muy probablemente a la presencia de este tipo de metabolito de
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tipo chalconas.

El resto de las muestras no presentaron una actividad frente a los
microorganismos evaluados, asi como también no presentaron la presencia de
flavonoides en su composicién, a pesar de que sus caracteristicas organolépticas
eran muy similares, pero si la presencia de otro tipo de compuestos,
probablemente sin actividad antimicrobiana frente a estos microrganismos, lo que
sugiere que la actividad esta intimamente ligada a la existencia de metabolitos

secundarios de tipo flavonoide.
Para el ensayo de curva de muerte, se evaluaron tiempos de 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24

y 26 horas, por el método de la microgota y estos resultados se muestran en las
figuras N°11y N°12.

Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC14028
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Figura N2 12. Curva de muerte Salmonella entérica serovar typhimurium
ATCC14028.
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Bacillus subtillis subsp. spizizenii ATCC6633
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Figura N2 13. Curva de muerte Bacillus subtillis subsp. zpizizenii ATCC6633.

Ambos microorganismos presentaron disminucion de al menos 3 logaritmos a las
24 horas con los extractos de propoleos correspondientes, mientras que, con el
control positivo antibiético, Salmonella typhimurium presentd dicha disminucién a

las 8 horas y Bacillus subtillis a las 6 horas, con la metodologia usada.

El ensayo de curva de muerte permitid definir a qué tiempo la Concentracion
Minima Inhibitoria de cada extracto de propdleos frente a su respectivo
microorganismo presentaria una disminucion de al menos 3 logaritmos de sus

concentraciones bacterianas en UFC/mL para declarar muerte bacteriana. (s2)

Comparado con el estudio realizado por Orsi et al. (2005) 49) donde demostro
que después de 14 horas lograban un efecto inhibidor sobre cepas del género
Salmonella y que después de 24 horas se lograba el efecto bactericida llevando

el porcentaje de supervivencia casi a cero.



101

De acuerdo con Kalia et al. (2017) (30), en estudios de diferentes propéleos y
diferentes solventes extractores, los extractos etandlicos demostraron tener la
mejor CMI de 160 mg/mL, con una curva de muerte donde se observé una
reduccion significativa después de 12 y 24 horas demostrando que los extractos
de propodleos etandlicos son los que tienen mejores resultados respecto a otro

tipo de extracto.

Para evidenciar el dafio celular se realizé el ensayo con el extracto de propoleos
de Huizucar, La Libertad a una concentracion de 2048ug/mL frente Salmonella
typhimurium mientras que, el extracto de San Alejo, La Unidn a una concentracion

4096ug/mL, frente Bacillus subtillis.

Para cada evaluacion, para efectos de comparacion, se preparé el control
positivo de inhibicidon con antibidtico y el control de crecimiento. La figura 14
muestra micrografias electronicas de barrido de células bacterianas de
Salmonella typhimurium y Bacillus tratadas con antibiético, extracto de propéleos
y su respectivo control de crecimiento. En ambos casos se observa una
morfologia muy bien definida en el control de crecimiento, presentandose
Salmonella typhimurium en forma de bacilos cortos gruesos. (figura 9 (A)) y
Bacillus subtilis en forma de bacilos largos (figura 9 (D)). Ambos
microorganismos al ser tratados con amikacina, como control de inhibicion,
perdieron su morfologia inicial dando como resultado agregados celulares sin una
forma definida (figura 9 (B) y (E)).

De la misma manera, ambos microorganismos perdieron su morfologia inicial
caracteristica al ser tratados con los extractos de propoleos, presentando Bacillus
subtillis agregados amorfos con superficie lisa mientras que Salmonella

typhimurium presentd aglomerados amorfos con una superficie rugosa (figura 9

(©)y (F)).
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Figura 14. Micrografias electrénicas de barrido de: (A) Salmonella typhimurium
sin tratamiento (ampliacion: x3500), (B) Salmonella typhimurium con
amikacina (ampliaciéon: x600), (C) Salmonella typhimurium con
extracto de propoéleos de Huizucar, La Libertad (ampliacion: x650),
(D) Bacillus subtillis sin tratamiento (ampliacion: x4000), (E) Bacillus
subtillis con amikacina (ampliacion: x500), (F) Bacillus subtillis con
extracto de propodleos de San Alejo, La Unién (ampliacion x650).

Los resultados de esta investigacion, obtenidos en el ensayo de microscopia
electrénica de barrido son comparables con el estudio realizado por O’Driscoll et

al. (2013) @46) donde se realizaron observaciones de bacterias Gram negativas
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tratadas con una molécula con actividad antibi6tica, obteniendo como resultado
agregacion de células bacterianas luego de ser expuestas a su CMI. Dichas
observaciones sugieren que se conduce a la inhibicién de la formacion de la
pared celular lateral. Los posibles objetivos incluyen el sistema citoesquelético
Mre (proteinas MreB, MreC y MreD) o la enzima PBP2, los cuales son esenciales
para la sintesis lateral de peptidoglicanos y el alargamiento de la célula
bacteriana. Tanto el sistema Mre como el PBP2 estan anclados a la membrana
citoplasmicay serian vulnerables a cualquier cambio conformacional inducido por

el cualquier agente antibiotico que tenga accion en este lugar.

Por lo tanto, al comparar con los resultados obtenidos durante la presente
investigacion, existe una similitud en las micrografias obtenidas, donde se perdié
su forma de bastén y cambié a una forma esférica cambiando por completo su
morfologia microscopica, dandose el agrupamiento de estas células y
formandose estructuras méas grandes hasta obtener agregados celulares
O’Driscoll et al. (2013) @4e) también reportan observaciones en SEM donde se
evidenciaba la alteracion tanto de la morfologia celular asi como de la agregacion
celular para bacterias Gram negativas y Gram positivas, sugiriendo que éste era
el resultado por el mecanismo a través del cual funcionaban los compuestos
estudiados. Por tanto, en este estudio puede atribuirse hipotéticamente, la
agregacion de células bacterianas tanto para Salmonella typhimurium como para
Bacillus subtillis como el posible mecanismo por el cual actian los propéleos, sin
embargo, no puede confirmarse un mecanismo de accién debido a la diversidad

de metabolitos secundarios que éstos tienen.

En cuanto a lo observado en el tratamiento con amikacina para ambos
microorganismos, se observa la agregacion de células bacterianas y segun lo
reportado por Bandera et al. (1998) 4) el mecanismo de accion de este antibidtico

dentro de la bacteria, es la unién de manera irreversible a la subunidad 30S del
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ribosoma, produciéndose una lectura erronea del cddigo genético por el ARN
mensajero e incorporacion incorrecta de los aminoacidos a la cadena
polipeptidica de la bacteria en crecimiento, lo que genera proteinas anormales,
trastornos en el metabolismo celular y muerte de la bacteria, por tanto acorde a
lo observado en este estudio, una hipotesis sobre el mecanismo de accién es la
deformacion completa de las bacterias y asi causaria la agregacion celular en
ambas bacterias, y valdria la pena realizar mas estudios para determinar a
profundidad sobre dicho y efecto y realizar otras pruebas para tener una
conclusion mas precisa sobre el posible efecto tanto para la actividad del

antibiético como para los extractos de propoéleos en estudio.

Los resultados presentados, demuestran que los propoleos de algunas regiones
de El Salvador presentan actividad antimicrobiana in vitro donde cada una
destaca por su diferente composicion quimica, asi como por sus caracteristicas
organolépticas predominantes que se ve influenciado por diferentes factores ya

mencionados.

Mediante el proceso experimental se ha permitido evidenciar cada una de las
caracteristicas de las muestras de propoéleos y la variacién de éstas lo cual esta
directamente relacionado con la flora circundante a la colmena de obtencion y
esta misma con la composicion quimica variada y la actividad antimicrobiana que
éstos pueden ejercer frente a diferentes tipos de microorganismos. Aunque
existié actividad antimicrobiana de algunos extractos a concentraciones altas,
podria estar ligado a la baja concentraciébn de metabolitos secundarios activos
frente a estos microorganismos y su inactividad a la ausencia de metabolitos

activos frente a éstos.
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6.0 CONCLUSIONES

Las diferentes muestras de propdleos presentaron caracteristicas
organolépticas variadas, que van desde color café hasta un color gris (en su
mayoria color café con diferentes tonalidades y solo una de ella gris), con
aspecto entre masas irregulares con poco brillo y de trozos irregulares
opacos; con olores de resinoso suave y resinoso muy aromatico, una
consistencia que va de blanda a dura y con sabor insipido en la totalidad de

las muestras.

El porcentaje de rendimiento de los extractos de propdleos obtenidos
mediante la metodologia aplicada se encontrd entre el intervalo de 9.31% a
42.65%.

Del total de 10 muestras evaluadas en su composicion quimica, 9 muestras
presentaron triterpenos, 2 muestras presentaron chalconas, 3 muestras
presentaron diterpenos, 1 muestra present6 flavonoides y ninguna muestra

presenté cumarinas.

La evaluaciébn de los extractos etandlicos de propoleos frente a 6
microorganismos, solo los extractos correspondientes a Huizucar, La Libertad
y San Alejo, La Union presentaron actividad antimicrobiana frente
a Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC14028 y Bacillus subtillis
subsp. spizizenii ATCC6633, respectivamente, atribuyendo dicha actividad a

la presencia de flavonoides.

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para los extractos de propoéleos de
Huizlcar, La Libertad frente Salmonella entérica serovar typhimurium

ATCC14028 y San Alejo, La Unidn frente a Bacillus subtillis subsp. Spizizenii
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ATCC6633 fueron de 2048 pg/mL y 4096pug/mL, respectivamente.

. Al visualizar al microscopio electrénico de barrido, ambos microorganismos
perdieron su morfologia inicial caracteristica al ser tratados con los extractos
de propdleos, presentando Bacillus subtillis agregados amorfos con superficie
lisa mientras que Salmonella typhimurium present6 aglomerados amorfos con

una superficie rugosa.

Los propdleos de EI Salvador presentaron variedad de metabolitos
secundarios y caracteristicas organolépticas a las cuales pueden estar
ligadas sus propiedades biologicas, siendo probablemente los flavonoides los
responsables de la actividad antimicrobiana y de la pérdida de morfologia

caracteristica microbiana.
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7.0 RECOMENDACIONES

En futuras investigaciones:

1.

Realizar la recoleccion de muestras de propoéleos crudos personalmente por
los investigadores que seguiran realizando mas estudios sobre estos, para

conocer las condiciones en las cuales son producidos y obtenidos.

Realizar una inspeccién de las especies vegetales circundantes a las
colmenas de donde provienen las muestras a estudiar, para determinar si se

ve influenciada las caracteristicas fisicoquimicas y microbiolégicas.

Realizar otros parametros fisicoquimicos y microbiolégicos a las muestras de
propéleos crudos contemplados en la Norma Salvadorefia Obligatoria:
Calidad de propoleo crudo NSO 65.19.02:03 como humedad, mezclas
mecanicas, indices de oxidacion, impurezas, contenido de plomo, recuento
de bacterias mesofilas, coliformes fecales y totales, Staphylococcus aureus y

hongos.

Realizar estudios de aislamiento y elucidacion estructural de los diferentes
metabolitos secundarios presentes en los extractos de propdéleos analizados
en este estudio para determinar cuales son los responsables del efecto

antimicrobiano.

Realizar un estudio mas exhaustivo incluyendo una TEM para poder
determinar de manera mas precisa el posible efecto que causan los extractos
de propoleos sobre la célula bacteriana y determinar si afecta directamente
inhibiendo la formacion de la pared celular lateral y corroborar si esto causa
el agrupamiento de células y forma estructuras mas grandes hasta obtener

agregados celulares.
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ANEXO N°1
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Figura N° 14. Distribucion de lugares de los propoleos proporcionados por apicultores colaboradores.



ANEXO N° 2

Cuadro N° 13. Hoja de identificacion de muestras de propéleos y caracteristicas
organolépticas.

Hoja de identificacién de muestras de propéleos.

Cdbdigo de muestra:

Lugar de procedencia:

Color Amarillo, café, verde, gris y otros

Masa redonda con brillo

Masa irregular con poco brillo

Aspecto: Trozos irregulares opacos

Trozos irregulares con brillo

Polvo o granulado

Inodoro

Resinoso

Caracteristicas Olor Resinoso suave

Sensoriales Resinoso aromatico

(Organolépticas) Resinoso muy aromatico

Muy blanda

) ) Blanda
Consistencia

Poco blanda

Dura

Picante

Dulce
Sabor

Amargo

Insipido

Descripcion final

Observaciones




ANEXO N° 3

=\

Triturar la Pesar 80gde  Transferiraun Ultrasonicar por
muestra de la muestra beaker con 1L 90 minutos
propéleos triturada de alcohol

80% l

Llevar al rotavapor

Filtrar en papel de
a 100rpm y 50+°2C

Macerar a temperatura
poro grueso.

ambiente por 3 dias
l protegido de la luz

Colocar en el equipo
Genevac® EZ-2 Plus
Evaporator hasta
sequedad

Liofilizar la
muestra Almacenar en

refrigeracion
protegido de la luz

Figura N° 15. Esquema de trabajo de preparacion de extractos de propodleos.



ANEXO N° 4

Saturar la camara  Medir 1.0 cm. de
Cromatografica altura de base a la

con la respectiva  Placa cromatografica
fase movil por 1 Yy 1.0 cm. en el borde

hora superior con suavidad

.
.

Ver bajo lampara Retirar la placa

UV longitud de de la camara
onda larga y corta

|

cromatografica y
dejar evaporar

Rociar el revelador y calentar
en hot-plate a 105°C

Aplicar de 5-10uL con
un tubo capilar de
estandar y muestra en
la placa de silica gel.

Introducir la placa a la
camara previamente
saturada con fase moviy
permitir que la fase movil
eluya hasta la linea de
frente del solvente.

Observar manchas y
documentar

Figura N° 16. Esquema de trabajo de identificacion de metabolitos secundarios

por Cromatografia en Capa Fina.



ANEXO N° 5

" . Vol -
! Transferir a Estriar en
L L] ] tuboscon

S Caldo de Agar
— Cultivo

// . .

’ adecuado IInC"T)ad(?I_.S

Incubar 18 - hcubar 1o -
Tomar una 24 horas a 24 horas a
asada 35420C 35+2°C
= L

_— k!

Agregar 3 esferas
de vidrioy 1mL

Transferir el - y
" de Solucion

producto de los

3 tubos a un Salina a cada
tubo estéril L ) tubo y arrastrar el
crecimiento sobre
la superficie del
agar
c:" Leer la
Transferir una | | transmitancia en un
alicuotaaun | | espectrofotdmetro
tubo con Uv/Vis a 580nm y
Solucién ajustar a 25%-35%
Salina para bacterias y 0.5

— 5% para levadura.

Figura N° 17. Esquema de trabajo para el cultivo de trabajo microbiolégico.



ANEXO N° 6

0.1mL 0.1mL 1.0mL

M A ) ) )

| | | | |

| | | | | | |
Suspension de 9.9mL 9.9mL 9.9mL 9.0mL
microorganismo Solucién Salina ~ Solucion Salina Solucion S_allna Solucion Salina
estandarizada Estéril Estéril Estéril Estéril

102 104 106 1077

Bacterias y Bacterias

levadura

Levadura

Figura N° 18. Esquema de verificacion de recuento de microorganismo.



ANEXO N° 7

Pseudomonas
aeruginosa

Salmomella
typhimuriun

J\ l

_ Escherichia
coli

Esterilidad

—

I @ m m OO W »

2 4 8 16 32 64 2 4 8 16 32 64
pg/mL  pg/mL pg/mL ug/mL Mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

@ Ampicilina @ Amikacina @ Control de esterilidad

@ Amoxicilina @ Control de crecimiento

Figura N° 19. Distribucién de pocillos para seleccidon de antibiético y determinacién de su concentracion minima
inhibitoria (CMI) placa A.



ANEXO N° 8

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

L Staphylococcus
aureus

S A e o o
S+ 44400+ e++ &
S IR | bl
* "* * * } Candida
“_ ’_ * * ‘ albicans

MH *H *—-‘ * — Esterilidad
YIRS RS

I O m m O O W »

2 4 8 16 32 64 2 4 8 16 32 64
ng/mL pg/mL Mg/mL pg/mL pg/mL pg/mL HG/ML pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

@ Ampicilina @ Amikacina @ Control de esterilidad

@ Amoxicilina @ Control de crecimiento

Figura N° 20. Distribucién de pocillos para seleccion de antibiético y determinacién de su concentracién minima
inhibitoria (CMI) placa B.



ANEXO N° 9

Preparar las siguientes diluciones del extracto a evaluar.

125 250 500 1000 1500 3000 6000 12000
pg/mL Mg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Preparar placas con 20mL de Agar Mueller Hinton o Sabouraud Dextrosa y

realizar pocillos de 4mm.

125 1500

O O
250/ O O (+) O O \go0o

500 O O . o O O O 6000

(+): Antibidtico 1000 12000
(-): DMSO 10%

Agregar 100pL

~ Realizar de cada dilucién
hisopado de la de extracto en el
placa con el pocillo
microorganismo correspondiente
de interés y de control
positivo y
negativo

Figura N° 21. Esquema de trabajo para ensayo de difusién en agar.



100puL de caldo

100uL de caldo

Mueller Hinton

Mueller Hinton

ANEXO N° 10

20pL de suspension de microorganismo
\

"1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11'12
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"0 0800000000

IS <<
1090000090000
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) _

!

100uL de dilucion de extracto correspondiente, de menor a mayor 10(_’“_'-, ‘_je
antibiotico

v 010®elIX3
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Figura N° 22. Distribucion de pocillos para determinacion de CMI de extractos de propdleos.



ANEXO N° 11

Suspension de
microorganismo y
extracto a evaluar
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Realizar los mismos pasos para los tiempos 2, 4, 6, 8, 12, 24, 26 h

Figura N°23. Esquema general de trabajo para ensayo de curva de muerte.



ANEXO N° 12

Figura N° 24. (A) Extractos de propdéleos en ultrasonicador. (B) Maceracién de
extractos de propodleos protegidos de la luz. (C) Filtracién de
extractos de propéleos.



ANEXO N° 13

Figura N° 25. (A) Equipo rotavapor. (B) Extracto obtenido al finalizar proceso de
rotaevaporacion, (C) Equipo Genevac® Ez-2 Evaporator. (D)
Equipo liofilizador.



ANEXO N° 14

Figura N°26. (A) Proceso de aplicacion de extractos y estandares en
cromatoplaca. (B) Proceso de elucién de fase mévil. (C) Revelado
con luz ultravioleta a 254nm. (D) Proceso de revelado quimico

utilizando 6leum para posteriormente calentar en hot plate a
105°C.



ANEXO N° 15

Figura 27. (A) Equipo BAL-TEC CPD 030 Critical Point Dryer (B) Equipo BALTEC
SCD 050 Sputter Coater. (C) Equipo BAL-TEC SCD 050 Sputter coater
durante el proceso de recubrimiento con oro de las muestras.



ANEXO N° 16

Figura N° 28. (A) Microscopio Electronico de Barrido. (B) Estudiantes
investigadores durante el proceso de uso del microscopio
electronico de barrido. (C) Previsualizaciéon de una de las
muestras.



ANEXO N° 17

MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS



MATERIALES Y CRISTALERIA
- Aro metalico.
- Asas metalicas.
- Balén volumétrico de 500 mL de fondo redondo.
- Base metélica.
- Camara cromatograéfica.
- Canastas Microporus Specimen Capsules 30 microns de medidas 12mmDO x
11 mmH
- Cromato placas de aluminio recubiertas de Silice Gel.
- Embudo de vidrio.
- Esferas de vidrio.
- Hisopos con base de madera.
- Papel filtro de poro grueso.
- Pie de rey.
- Pipeteadores.
- Placas de 96 pocillos estériles.
- Placas Petri estériles.
- Puntas para pipeteador.
- Reloj de vidrio.
- Taladratapones (orador).
- Tubos capilares.
- Tubos de ensayo.
- Tubos Eppendorf.
- Tubos Falcon de 100 mL.
- Vaso de precipitado de 1000 mL.

EQUIPOS
- Autoclave.

- Campana de extraccion de gases.



- Centrifugadora.
- Cuenta colonias.
- Equipo de recubrimiento con oro (BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater)
- Equipo de secado punto critico (BAL-TEC CPD 030 Critical Point Dryer)
- Equipo evaporador (Genevac® EZ-2 Plus Evaporator)
- Equipo Rotavapor.
- Espectrofotbmetro UV/Visible.
- Hot plate.
- Incubadoras.
- Lampara UV de 254 nm.
- Liofilizador.
- Microscopio compuesto.
- Microscopio electrénico de barrido.
- Refrigeradora.
- Ultracongelador.
- Ultrasonicador.
REACTIVOS.
- Acetato de etilo.
- Acetona.
- Acido acético glacial.
- Buffer fosfato.
- Cloruro de sodio cristales.
- Dimetilsulfoxido.
- Etanol 90 %
- Etanol absoluto.
- Glutaraldehido al 2.5%.
- N-hexano.
- Osmio.
- Placas de oro para equipo BAL-TEC SCD 050 Sputter Coater.



- Reactivo Oleum.

INDICADOR BIOLOGICO.

- Resazurina.

ANTIBIOTICOS Y ANTIMICOTICO.
- Amikacina.
- Amoxicilina.
- Ampicilina.

- Clotrimazol.

CEPAS DE REFERENCIA.
- Bacillus subtillis subsp. spizizenii ATCC6633.
- Candida albicans ATCC10231.
- Escherichia coli ATCC25922.
- Pseudomona aeruginosa ATCC9027.
- Salmonella enterica serovar typhimurium ATCC14028.
- Staphylococcus aureus ATCC25923.

MEDIOS DE CULTIVO.
- Agar Mueller Hinton.
- Agar Nutritivo.
- Agar Sabouraud Dextrosa.
- Caldo Mueller Hinton.
- Caldo nutritivo.

- Caldo Sabouraud dextrosa.



