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RESUMEN

El objetivo de esta investigacidén fue evaluar el efecto biocida del extracto hidrosoluble de
propodleos (EHP) de abejas Apis mellifera y Trigonas sp. proveniente de San Cristdbal, Estado
Tachira, Venezuela sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus ATCC 25922 y 25923
respectivamente. Se determind la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) utilizando el método de macrodilucion en tubos. Se observd que
no hubo efecto bacteriostatico, pero si bactericida sobre Escherichia coli CMB 50% en el EHP
de Apis mellifera, mientras que en Staphylococcus aureus se obtuvo la CMl a 25% y la CMB a
50%. En cuanto al EHP de Trigonas sp. se observd que no hubo efecto bacteriostatico para
ninguna de las cepas pero se obtuvo una CMB al 100% (puro), tanto para Escherichia coli
como para Staphylococcus aureus. Se demostrd que los EHP de ambos tipos de abejas tienen
efecto antimicrobiano sobre las cepas estudiadas.

PALABRAS CLAVE: Propdleos hidrosolubles, Apis mellifera, Trigonas sp, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli.

BIOCIDAL EFFECT OF WATER-SOLUBLE EXTRACTS OF PROPOLIS FROM APIS MELLIFERA AND
TRIGONA SP BEES OVER ESCHERICHIA COLI AND STAPHYLOCOCCUS AUREUS

SUMMARY

The main focus of this research was to evaluate the biocidal effect of the water-soluble extract
of propolis (WEP) from Apis mellifera and Trigona sp bees from San Cristobal, Tachira state,
Venezuela, on Escherichia coli and Staphylococcus aureus ATCC 25922 and 25923 respectively.
The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)



was determined using the tubes macrodilution method. It was observed that there was no
bacteriostatic effect but a bactericidal one on Escherichia coli MBC 50% on the WEP from
Apis mellifera, while it was obtained a MIC of 25% and a MBC of 50% on Staphylococcus
aureus. As for the WEP from Trigona sp, it was observed that there was no bacteriostatic effect
for any of the strains, but MBC of 100% (pure extract) was obtained for Escherichia coli and for
Staphylococcus aureus. It was demonstrated that the WEP from both types of bees have
antimicrobial effect on the tested strains..

KEY WORDS: Water-soluble propolis, Apis mellifera, Trigona sp, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli.

EFECTO BIOCIDA DE EXTRACTOS HIDROSOLUBLES DE PROPOLEOS DE
ABEJAS APIS MELLIFERA' Y TRIGONAS SP SOBRE ESCHERICHIA COLI' Y
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

INTRODUCCION

La organizacion mundial de la salud (OMS) destaca que las infecciones por microorganismos
como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, son responsables cada ano de unos tres

millones de muertes en el mundo (1),

Estas bacterias en los ultimos anos han sido capaces de desarrollar innumerables mecanismos
de resistencia a los antibidticos, en el caso de Staphylococcus aureus, que tiene resistencia
progresiva a los antibidticos betalactdmicos, macrélidos, lincosamidas y glicopéptidos, asi
como también la Escherichia coli, con mecanismos de resistencia como la produccion de
betalactamasa de expectro expandido (BLEE), la expresién de sistemas de excrecion (efflux
pumps), que evitan que el farmaco alcance su blanco intracelular y las mutaciones que
inhiben el contacto del antibidtico con el sitio de accién impidiendo la entrada del mismo a la

bacteria (12),

Una de las principales causas de la resistencia bacteriana ha sido el uso indiscriminado de los
antibidticos. Por eso en enero del 2006, en Venezuela se reguld su distribucion condicionando
su venta a la presentacion del récipe médico; sin embargo se determind mediante el
Programa Venezolano de Resistencia Bacteriana que la resistencia de las bacterias continud

en aumento aln después de esta regulacion (),

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

genitourinario e infecciones oportunistas 45).

En este sentido, se ha desplegado diferentes investigaciones a nivel nacional e internacional
para el estudio de sustancias naturales que poseen algunas propiedades farmacoldgicas con



efectos antimicrobianos ©). Una de las sustancias estudiadas con mayor actividad
antimicrobiana son los propdleos, que son resina céreas, de composicion compleja y
consistencia viscosa que las abejas elaboran y utilizan en la construccion y proteccion de la
colmena, especialmente evitan la contaminacién del panal con agentes bioldgicos extrafnos
(7)

Entre los compuestos quimicos del propdleo se encuentran aldehidos, acidos y esteres
alifaticos, aminoacidos, acidos y esteres aromaticos, chalconas, dihidrochalconas, flavanonas,

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

los ojos, nariz y boca. Las mieles de ambas abejas son utilizadas para remedios caseros (9-11),

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

MATERIALES Y METODOS
Se utilizé un disefo cuasi experimental, de tipo descriptivo de corte transversal.
Extractos hidrosolubles de propodleos

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

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

Cepas en estudio

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



Reactivacion de las cepas bacterianas

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

Preparacién de las suspensiones bacterianas

Del agar sangre se tomaron colonias aisladas suspendiéndolas en caldos BHI hasta alcanzar la

turbidez del patrén 0,5 % Mc Farland equivalente a 1,5 x 108 UFC.
Preparacién de las diluciones dobles seriadas

Se utilizé el método de macrodilucidon en tubos la cual se describe a continuaciéon siguiendo

las especificaciones de Gil y colaboradores en el afio 2012 12), con algunas modificaciones: se
dispusieron 10 tubos 12 x 75 para cada propdleo y por cada bacteria a evaluar. Las diluciones
fueron dobles seriadas. Cada tubo contenia 500 plL de caldo MuUeller Hinton marca BD BBL™
menos el primero que correspondidé al EHP puro, al tubo 2 hasta el tubo 8 se realizaron las
diluciones dobles seriadas 1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, 1/64, 1/128, de esta manera las
concentraciones obtenidas desde el tubo 1 al 8 fueron: 100%, 50%, 25%, 12,5%, 6,25%, 3,12%,
1,56%, 0,78%. El tubo 9 correspondié al control de viabilidad de la bacteria (control positivo) y
el tubo 10 correspondidé al control de esterilidad del propdleos (control negativo). Una vez
realizadas las diluciones se procedio a inocular cada tubo menos el tubo 12 con 50 pL de la
suspension bacteriana de E. coliy S. aureus, correspondiente a cada serie al 0,5% de turbidez

Mc Farland. Se incubaronpor 24 horas a 37 °C (12),

Determinacioén de la actividad bacteriostatica y bactericida

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

respectivamente (12),
Controles utilizados durante el desarrollo de la metodologia

En cada ensayo se utilizé un control de viabilidad, el cual garantiza que el microorganismo es
capaz de reproducirse en el agar y en el caldo BHI, también se utilizé un control de esterilidad
con la finalidad de garantizar que los propdleos no estuviesen contaminados. Adicionalmente
los tubos y en las placas donde se observd crecimiento bacteriano se realizé tincion de Gram y
las pruebas bioquimicas convencionales para su identificacién, con la finalidad de confirmar si
se trata de las bacterias utilizadas o de una posible contaminacion.

Analisis estadistico



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

RESULTADOS

Se puede destacar que la concentracidn minima inhibitoria (CMI) se entiende como el valor
de la menor dilucién que inhibe completamente o parcialmente el desarrollo de las bacterias
sobre el agar BHI. Mientras que la concentracion minima bactericida (CMB) es el valor de la
menor dilucién en la que no se observa crecimiento de las bacterias ni en agar ni en caldo

BHI (12),

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

Tabla 1. Efecto bacteriostatico y bactericida del extracto hidrosoluble de
propéleos de Apis mellifera sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus

Escherichia coli  Staphylococcus aureus

Propoleos (%) Placas Tubos Placas Tubos
UFC UFC

100 0 - 0 -

50 0 - 0 .

25 >100 + 5+2 +

12,5 >100 + 30£5 +

6,25 =100 + =100 +

3,12 >100 + =100 +

1,56 >100 + =100 +

0,7 =100 + =100 +

0,3 >100 + =100 +

01 >100 + =100 +

Control positivo >100 + =100 +
Control negativo 0 - 0

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

En la determinacién de la concentracién del efecto bacteriostatico y bactericida de EHP de



Trigonas sp. sobre Escherichia coliy Staphylococcus aureus (Tabla 2) se pudo observar que no
hubo efecto bacteriostatico pero si bactericida sobre ambas bacterias, obteniéndose la CMB a
100% es decir puro.

Tabla 2. Efecto bacteriostatico y bactericida del extracto hidrosoluble de
propoleos de Trigonas sp. sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus.

Escherichia coli  Staphylococcus aureus

Propoleos (%) Placas Tubos Placas Tubos
UFC UFC

100 0 - 0 -

50 =100 + =100 +

25 =100 + =100 +

12,5 =100 + =100 +

6,25 =100 + >100 +

3,12 =100 + >100 +

1,56 >100 + =100 +

0,7 =100 + =100 +

0,3 >100 + >100 +

0,1 >100 + >100 +
Control Positivo =100 + =100 +
Control negativo 0 - 0 -

+ Turbidez, - sin crecimiento bacteriano, UFC; Unidades Formadoras de Colonia

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