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EFECTO ANTIMICROBIANO IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DEL PROPOLEO CONTRA Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa y Candida spp.
Barrios Miguel A., Cachutt R. Andrea P., Amaya Ivan., Cruz Gonzélez

RESUMEN

El uso milenario de productos naturales como medicina ha sido una practica
arraigada que ha convivido con la medicina moderna, convirtiéndose en una
alternativa a los farmacos debido a su menor riesgo de efectos secundarios. Segun la
OMS, el 80% de la poblacion mundial recurre al conocimiento tradicional para tratar
enfermedades, confiando en las propiedades y resultados efectivos de productos
naturales en enfermedades infecciosas. Esto demuestra que las plantas y los productos
naturales son una valiosa fuente de principios activos para el desarrollo de nuevos
farmacos con efectos positivos contra diversas enfermedades. En Venezuela, una
parte de la poblacion utiliza el propéleo como medicina popular debido multiples
propiedades. Se ha evaluado su supuesta actividad antifungica y antibacteriana
mediante extracto etandlico frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Candida spp, con estudios previos que reportan resultados favorables.
Sin embargo, al reproducir estos estudios en condiciones controladas, no se encontrd
actividad antimicrobiana con el extracto etanélico contras las cepas Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida spp. Esto contrasta con investigaciones
anteriores y sefiala el efecto inhibitorio del propdleo debido a sus componentes
bioactivos. A pesar de las expectativas, los resultados no respaldaron la eficacia
antimicrobiana del extracto en este estudio in vitro. Esta discrepancia resalta la
importancia de continuar investigando y evaluando el potencial terapéutico del
propdleo, asi como la necesidad de comprender mejor sus mecanismos de accién para
su aplicacion clinica.

Palabras claves: medicina tradicional, productos naturales, propoleo,

antibiograma, antimicrobiano, antifungico, abejas.
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INTRODUCCION

A lo largo de la historia de la humanidad, se ha dispuesto del uso de diferentes
elementos naturales como un recurso invaluable para tratar enfermedades y promover
la salud, transmitiéndose asi de generacion en generacién. Para ello, se han
descubierto diversas practicas que han facilitado al hombre primitivo la capacidad de
obtener recursos indispensables para la supervivencia de nuestra especie y poder
inculcarlas a sus descendientes (Stevens, 2020).

De las practicas que se tiene conocimiento de su conservacion en el tiempo esta
la apicultura, que deriva etimoldgicamente de las palabras “apis” (abeja) y “cultura”
(cultivo o cria) que la definen como “el arte de criar abejas”. Se considera la
evolucion de una relacion bastante compleja entre dos especies lejanas, apis y homo,
que en sus comienzos se dictaminaba como una lucha entre estos de la cual el hombre
resultaba forzosamente beneficiado de los frutos apicolas, y que se diferencia de la
actualidad gracias a las circunstancias experimentadas y diversas investigaciones
realizadas a través del tiempo para lograr modificar los métodos rudimentarios que se

empleaban para la obtencion de los productos (Stevens, 2020).

Los primeros registros de la apicultura datan en los afios 5.510 a. C en Egipto,
en donde se evidencia un jeroglifico de una abeja grabada sobre la tumba de Abysos
que hace alusién a los primeros acercamientos con esta especie, la cual simbolizaba la
figura del faraon. Para los afios 2.400 a. C en las Islas de Creta, Italia; diferentes
investigaciones arqueologicas demostraron que la especie Apis mellifera se
encontraba totalmente domesticada, utilizando colmenas de tierra cocida construidas

para su alojamiento (Bustos et al., 1992).



A partir de estas épocas se comenzaron a crear colmenas con diferentes
materiales para facilitar la cria de abejas, como en Europa del afio 100 a. C que las
colmenas se fabricaban con paja, teniendo una forma similar a los cestos trenzados, y
se cubrian con barro para mayor resistencia; y en la region mediterranea, al inicio de
la era cristiana, se utilizaba la corteza del tronco de alcornoque para la elaboracién de
estas; siendo asi los precursores de las colmenas fabricadas con madera de cuadros
moviles creado por el apicultor estadounidense Lorenzo Langstroth que se utiliza hoy

en dia en la apicultura moderna (Bustos et al., 1992).

Con referente a Venezuela, desde la época pre-colombina la apicultura se
basaba Unicamente en el uso de las abejas sin aguijén, las cuales abundaban
especialmente en el Cerro El Avila de Caracas que fue bautizado por los indigenas
como Waraira Repano (sitio de abejas). En el afio 1565 es cuando los espafioles
ingresan al pais la especie europea Apis mellifera implicando asi que el proceso se

baso solo en la recoleccion del producto y no en su cultivo (Flores et al., 2005).

Posteriormente a mediados del siglo XX, el médico y filantropo venezolano
Fernando Bolet introduce a Venezuela colmenas italianas con la variedad Apis
ligUstica, lo cual trajo consigo un aumento en el desarrollo de la actividad apicola,
debido a que esta especie tiene procedencia de las Islas Canarias y mostraron mayor

productividad que las nativas. (Flores et al., 2005)

La abeja, protagonista de la primitiva practica de la apicultura, se considera un
insecto social y fundamental en los ecosistemas. Este insecto volador perteneciente al
orden Hymenoptera (etimologicamente traduciéndose como “alas membranosas™), el
cual agrupa méas de 100.000 especies, se divide en diferentes familias como
Halictidae, Melittidae, Colletidae, Megachilidae, etc; destacando la familia Apidae, la

cual contiene al género Apis que es la que engloba todas las especies de importancia



para la apicultura, mencionando asi las especies A. mellifera, dorsata, florea, cerana,
etc (Polaino et al., 2006).

Las abejas nativas de Venezuela, pertenecientes a la subfamilia Apinae que
contiene a la tribu Meliponini, se diferencian de los otros tipos de abeja ya que se
caracterizan por estar desprovistas de su aguijon, debido a que se agrupan en otros
géneros, de los cuales estan: Frieseomelitta, Melipona, Plebeia, Scaptotrigona, Scaura

y Tetragonisca (Polaino et al., 2006).

Asi como la sociedad misma, las abejas también poseen un sistema de jerarquia
que les permite llevar un equilibrio dentro de su habitat, en el cual se diferencian unas
de otras por las labores que desempefian a lo largo de su existencia, segin Russo
(1929), las abejas viven en una sociedad formada por: La reina o madre, los zanganos
0 machos y las obreras, siendo estas Ultimas las que poseen mas tareas a realizar

dentro de la colmena.

La abeja reina es la de mayor envergadura en toda la colmena, posee un térax
mas voluminoso que el de las abejas obreras, sus patas estan disefiadas de tal forma
que no le permiten recoger polen y es el Unico individuo del habitat que posee un
aparato reproductor femenino completamente desarrollado. Posee un aguijon grande
y curvo que solo son capaces de utilizar contra otras reinas cuando se ven en un
estado de peligro y entran en combate para la supervivencia de la méas fuerte; aun asi,
su instinto de ataque es bastante selectivo por lo que el ser humano es capaz de

manipularla sin temor a su ataque (Russo, 1929).

Cuando una reina muere, el huevo de una obrera es seleccionado y trasladado a
la celdilla real, la cual solo se utiliza una vez, donde la larva en cuestion se
desarrollara gracias a que su alimentacion se basara Gnicamente en jalea real, que

provoca la modificacion y desarrollo de los oOrganos del aparato reproductor



femenino.  Aproximadamente a los 16 dias, dependiendo de las condiciones
climaticas, nacera la nueva reina, la cual realizard un vuelo de reconocimiento entre el

4to y 5to dia de su nacimiento (Fernandez et al., 2006).

Una de las funciones de la abeja reina es garantizar la renovacion de nuevos
individuos, por lo que debe tener un vuelo nupcial en el cual se acoplaran los
zanganos para la fecundacion de la misma, se debe realizar en dias calidos, soleados y
sin viento para que pueda efectuarse con éxito, la duracion del vuelo puede variar
entre minutos hasta horas en el que se acoplaran hasta 10 zanganos y realizaréa tantos
vuelos de fecundacion como sean necesarios para rellenar el depdsito de
almacenamiento de semen que se denomina “espermateca”, en donde los
espermatozoides de dichos zanganos quedaran clasificados en paquetes que le
serviran a la reina para fecundar los huevos que ponga durante el resto de su vida,

teniendo ella un ciclo de vida aproximado de 3 a 6 afios (Fernandez et al., 2006).

Por otra parte, los zanganos nacen a partir de un huevo no fertilizado
partenogenéticamente el cual es puesto por la reina en una celdilla mas grande que la
de las obreras, su larva nace al cuarto dia, es alimentado de jalea real los primeros tres
dias y se desarrolla por seis dias consecutivos, a partir del cuarto dia solo es
alimentado por una papilla compuesta por miel, polen y agua; la celdilla donde se
aloja es sellada al décimo dia, en la cual sufre de diversas transformaciones, hasta que
el adulto sale al vigésimo cuarto dia. Al ser estos Unicamente concebidos por la
madre, todos sus caracteres los hereda de ella aun asi la reina haya sido fecundada por

un macho (de Obanos-Cortaberria, 2011).

Los zanganos son capaces de hacer su primero vuelo al septimo dia de nacido,
pero solo pueden fecundar a la reina a partir del décimo quinto dia; estos realizan
diferentes vuelos con distintos propdsitos, el vuelo de reconocimiento que dura solo

15 minutos, y vuelos de busqueda y apareamiento que pueden durar hasta 1 hora.



Durante su vida en la colmena son alimentados por las obreras o con miel de acopio,
en la época de apareamiento las mismas obreras los privan de alimento y son

obligados a abandonar la colmena (de Obanos-Cortaberria, 2011).

Asi pues, el tipo de abeja mas abundante en la colmena son las obreras, las
cuales poseen un par de patas previsto de espinas que utilizan para enganchar el polen
y pinzas para la cera; y cuenta con un aguijon que permite atacar a todos sus
enemigos. Nacen a partir de un huevo fecundado por la reina, el cual es depositado en
una de las celdillas hexagonales que constituyen los panales, su evolucion va desde
huevo, larva, proninfa, ninfa, hasta llegar al imago o insecto perfecto y esto tarda
alrededor de 21 dias, su ciclo de vida es variable y depende de la época del afio, las

condiciones climaticas y las caracteristicas de la flora de la zona (Jean-Prost, 2006).

Durante los primeros tres dias de nacida la larva de las obreras, es alimentada
con jalea real exclusivamente para luego ser sustituida por la papilla anteriormente
descrita. Las abejas obreras se diferencian unas de otras por las funciones y tareas que
desempefian a lo largo de su vida; por ejemplo, las nodrizas, son las encargadas de
alimentar a las larvas con jalea real o de obrera segun el caso y este es el primer rol

que cumplen todas las abejas en la primera fase de su vida (Jean-Prost, 2006).

Luego existen otro tipo de papel que desempefian, como las limpiadoras que
preparan las celdillas para que la reina pueda poner sus huevos, las constructoras que
segregan cera con ayuda de sus glandulas cereras, las aguadoras y recolectoras de
propdleo aportan a la colmena los elementos necesarios para mantenerla dependiendo
de sus necesidades, las guardianas poseen feromonas de alarma y veneno ya que se
ubican en la entrada de la colmena para protegerla y son el ultimo trabajo en el ciclo
de vida de las nodrizas, las ponedoras son las encargadas de poner los huevos, las

exploradoras buscan un sitio Optimo de asentamiento para la colmena, y las



pecoreadoras son las encargadas de llevar el néctar recogido de las flores y es la
ultima etapa de vida de las abejas (Mendizabal, 2004).

A pesar de que las abejas en su comunidad tengan diferentes funciones para
poder coexistir dentro de la misma colmena, solo se tiene conocimiento popular de
una de ellas: la produccién de miel. Si bien pues la miel como producto de estos
insectos es un recurso bastante utilizado en diversos campos, no es el Unico, ya que
cada uno de los elementos que con capaces de producir tienen una utilidad y son de

importancia en la apicultura (Mendizabal, 2004).

Como menciona Vit (2005), la jalea real es un producto de las glandulas
hipofaringeas de las abejas obreras jovenes, posee un color blanco marfil y una
consistencia cremosa/gelatinosa, olor penetrante y sabor acido. Estd compuesta por
70% agua, 10% de azucares y proteinas y en un 6% de extractos etéreo, esta es
depositada en las celdas reales para su consumo de las larvas reales o es mezclado

con diferentes porciones de miel y polen para alimentar a las obreras.

La cera, es segregada gracias a las glandulas céreas de las abejas y se utiliza
para cerrar las celdas cuando la miel ya ha madurado o para las celdas de cria. El
veneno es producido en dos glandulas cercanas al aguijon de las obreras, es utilizado
para su defensa e inmovilizacion de la presa para usarse como alimento propio, las
reinas tienen una produccion méaxima de este cuando emergen de las celdas ya que lo
necesitan para accion inmediata; las abejas al picar depositan de 0,15 a 0,3mg de
veneno, podria considerarse una dosis de poca importancia debido a que el ser
humano es capaz de soportar una cantidad de veneno de alrededor 2,8mg por kilo
(Vit, 2005).

Otro de los productos de las abejas del cual se tiene poco conocimiento popular,

pero de gran utilidad es el propdleo, el cual es una mezcla resinosa de un color



castafio verdoso oscuro recolectada por las abejas obreras de determinadas especies
de plantas, como el abeto, roble, sauce, etc. A esta sustancia en su proceso de
recoleccion, transporte y almacenamiento se le proporciona cera, resina y secreciones
salivales para obtener su consistencia caracteristica y un sabor amargo, pero de olor

generalmente agradable (Principal et al., 2002).

La produccién anual del propéleo por colmena es de entre 10-300g, pero esto
suele variar en funcién de las condiciones climaticas, ya que este producto debe
recogerse antes del inicio de la estacion lluviosa (en lo que se refiere a climas
tropicales); la flora, la variedad de abejas y la herramienta de recogida, aplicandose
para esto el uso de trampas o de raspado, siendo el entrampado el método estandar
para ello, ya que ofrece mejor calidad y menor contaminacion, debido a que se deben
aplicar normas de higiene rigurosas para no perder el valor comercial del producto
(Principal et al., 2002).

Para las abejas, la utilidad del propoleo es reparar y cubrir todas aquellas
aberturas y pequefias roturas del panal, asi como envolver los paneles de cria de las
mismas; pero su uso va mas alla de cumplir la funcién de un pegamento para la
estructura de su habitat. Se ha podido evidenciar que gracias a sus propiedades
antibacterianas y fangicas el propdleo es capaz de proteger a la colonia de diferentes
enfermedades que interfieran en la vida y el funcionamiento de la colmena, como la
loque americana, causada por la bacteria Bacillus larvae la cual afecta principalmente
a las larvas de abejas productoras depositando sus esporas en el alimento
suministrado a estas, causando asi en tan solo 3 semanas su muerte. (L6pez-Uribe et
al., 2023)

Asi pues, la capacidad protectora del propéleo dependera de las plantas de las
cuales las abejas obreras hayan recolectado para formar esta mezcla, ya que habra

cambios en su composicion conforme sea la especie que se haya escogido para su



fabricacion. Segun Krell (1996), la composicion del propéleo se divide en: Resinas,
gomas y bélsamos (50-55%) en donde estan contenidos los flavonoides, acidos
fenolicos y esteres; cera de abeja (30-40%), aceites esenciales (5-10%), polen (5%) y

diversos materiales (5%) como cetonas, vitaminas y azucares.

Debido a su composicién quimica, se ha evidenciado que el propoleo ha podido
utilizarse con fines curativos por sus efectos antiinflamatorios, cicatrizantes,
inmunoestimulantes, carcinoestaticos, antivirales, antifungicos y antimicrobianos, asi
como también demuestran en mdltiples estudios su accion bactericida Yy
bacteriostatica; estas propiedades se deben a la cantidad y tipo de metabolitos
secundarios que posee, como los flavonoides, acidos fenolicos y ésteres. (Fierro,
1995)

El propdleo crudo no se puede utilizar directamente en analisis o tratamiento.
En primer lugar, hay que extraerlo para que se disuelva y libere la mayor parte de los
principios activos. Como agentes de extraccién se utilizan los siguientes disolventes:
etanol, metanol, agua, hexano, acetona, diclorometano y cloroformo. Los extractos
contienen aproximadamente un 70% de concentracion de propéleo (Devequi-Nunes
etal., 2018).

En términos de actividad antibacteriana, el contenido de sustancias como
flavonoides y compuestos fendlicos es importante. Sin embargo, dependiendo del
disolvente utilizado se encuentra una actividad bioldgica diferente. Devequi-Nunes et
al. (2018) encontraron concentraciones aproximadamente dos veces mayores de
compuestos fenolicos en extractos etandlicos de propdleo marron, verde y rojo que en
extractos obtenidos por extraccion supercritica. Al mismo tiempo, los niveles de
flavonoides fueron mayores en los extractos etanélicos de propdleo verde y rojo y

menores en el propdleo marrdn, en comparacién con la extraccion supercritica.



El andlisis de los mecanismos del propoleo permite inferir su efecto sobre la
permeabilidad de la membrana celular del microorganismo, la alteracion del potencial
de membrana y la produccion de trifosfato de adenosina (ATP), asi como la
disminucion de la movilidad bacteriana. Generalmente, se observa que la actividad
antimicrobiana del propoleo es mayor en relacion con las bacterias Gram positivas
que con las Gram negativas. Esto se explica por la estructura especifica de la
membrana externa de las bacterias Gram-negativas y la produccion de enzimas
hidroliticas que descomponen los ingredientes activos del propéleo (Pasupuleti et al.,
2017).

La artepilina C (&cido 3,5-diprenil- p -cumarico) es uno de los numerosos
compuestos fenolicos (derivado prenilico del &cido p -cumarico) que se encuentran en
el propoleo. Investigacion realizada en Brasil por Veiga et al. muestra una mayor
concentracion de artepilina C en extractos etanolicos de prop6leo en comparacion con
extractos de hexano. Estos extractos también mostraron una alta actividad
antibacteriana sobre Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA) (Veiga
etal., 2017).

Soromou et al., (2013) han demostrado la actividad antibacteriana de la
pinocembrina, uno de los flavonoides pertenecientes a la composicion quimica del
propoleo; aislada contra diferentes especies de Staphylococcus, Pseudomonas
aeruginosa y otras bacterias gram negativas de interés médico. Otro flavonoide
destacable es la apigenina, que Nayaka et al., (2014) corroboraron que actla contra
bacterias gramnegativas como Pseudomonas aeruginosa, y posee un efecto
antibacteriano sinérgico con antibidticos B-lactdmicos contra Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina (MRSA).

Algunos estudios han respaldado la importancia de utilizar productos naturales

como el propoleo para tratar las infecciones por hongos causadas por especies de
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Candida. Aunque la actividad antimicrobiana del prop6leo se ha investigado en los
ultimos afios como una alternativa a las estrategias terapéuticas convencionales, la
actividad antifungica del propdleo aun esta subestimada y, por lo tanto, necesita mas
evaluacion para determinar su papel terapéutico. Mutlu Sariguzel et al., (2016)
utilizaron un extracto etanolico de propdleo turco el cual demostré la mayor actividad
antifungica contra 76 aislados de Candida (C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis y
C. glabrata) que se aislaron de hemocultivos de pacientes de la unidad de cuidados

intensivos.

En América, se han evidenciado diferentes estudios referentes al propéleo
enfocados al area de la medicina comprobando su efecto antimicrobiano en diferentes
cepas bacterianas y fangicas, como Millones-Gomez et al., (2021) que evaluaron las
actividades y composiciones quimicas antibacterianas, antibiofilm y citotoxicas del
propdleo peruano en una biopelicula in vitro de Streptococcus gordonii y
Fusobacterium nucleatum; y también Freires et al., (2016) que evidenciaron la

composicion quimica y potencial antifungico del propoleo brasilefio contra Candida

SPp.

En Venezuela, los estudios referentes al uso de este producto derivado de las
abejas de forma antimicrobiana son bastante escasos, siendo uno de ellos de Gil et al.,
(2016) donde evaltan la actividad bacteriostatica y bactericida de extractos etanolicos
de Propoleos venezolanos y europeos sobre Escherichia coli y Staphylococcus aureus,
obteniendo resultados favorables de susceptibilidad de las cepas ante el extracto

fabricado.

En el Estado Bolivar, hasta la fecha, no existe evidencia de que se hayan
realizado investigaciones previas de la utilizacion del propéleo con fines terapéuticos

y antimicrobianos



JUSTIFICACION

La integracion de la medicina tradicional, complementaria e integradora en los
sistemas nacionales de salud y en la corriente principal de atencion médica debe
hacerse de manera adecuada, efectiva y segura sobre la base de las pruebas cientificas
mas recientes. La OMS ayuda a los paises que desean adoptar practicas de medicina
tradicional a hacerlo de una manera basada en la ciencia para evitar dafios a pacientes

y lograr una atencion de salud segura, eficaz y de calidad.

Es fundamental aplicar un enfoque basado en las pruebas; incluso si las
medicinas tradicionales se derivan de una préactica establecida desde hace tiempo y
son naturales, es fundamental establecer su eficacia y seguridad a través de ensayos
clinicos rigurosos. Esto no solo hace que los tratamientos sean efectivos y seguros,
sino que proporciona las pruebas rigurosas necesarias para que la OMS recomiende la

medicina tradicional en sus directrices.

Los productos naturales de origen vegetal es uno de los campos principales
hacia los que se ha desplazado la atencion cientifica en la busqueda de desarrollar
agentes antimicrobianos potentes para tratar y prevenir enfermedades infecciosas,
estos productos tienen el potencial de ser una herramienta crucial en la lucha contra la

resistencia a los antibioticos en el futuro.

A diferencia de los antibidticos comerciales, cuyo consumo puede afectar
negativamente la microbiota intestinal y debilitar el sistema inmunoldgico, el uso
topico de productos naturales no tendria estos efectos secundarios. Ademas, se ha
documentado evidencia de que estos pueden tener propiedades cicatrizantes

adicionales, en la literatura hace evidente que el propdleo posee varias propiedades
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bioldgicas, incluidas actividades antibacterianas, antivirales, antiprotozoarias,

antifungicas, anticancerigenas, y antioxidantes.

Algunos estudios han respaldado la importancia de utilizar productos naturales
como el prop6leo para tratar las infecciones por hongos causadas por Candida spp.
Aunque la actividad antimicrobiana del propdleo se ha investigado en los ultimos
afios como una alternativa a las estrategias terapéuticas convencionales, la actividad
antifngica del propdleo ain esta subestimada y, por lo tanto, necesita mas evaluacion

para determinar su papel terapéutico.

En la actualidad, el uso de remedios naturales estd en aumento en nuestro pais.
Esta préctica, que tiene una larga tradicion, se ha vuelto mas popular entre la
poblacién debido a los altos costos de los medicamentos convencionales, la escasez y
la dificultad de acceso para algunas comunidades debido a su ubicacion geogréfica.
Sin embargo, hasta ahora no se han llevado a cabo estudios en Venezuela estado
Bolivar que confirmen la eficacia del prop6leo como agente antimicrobiano contra
Pseudomonas aeruginosa y Candida spp. Ni se han establecido las condiciones
adecuadas para su preparacion, las proporciones de los ingredientes y su posible

citotoxicidad.

Debido a lo mencionado anteriormente, se propone esta investigacion para
demostrar la susceptibilidad antimicrobiana del prop6leo en cepas de Staphylococcus
aureus, Pseudomona aeruginosa y Candida spp. A fin de aportar datos para
posteriores aplicaciones terapéuticas a futuro y combatir la problematica de la
resistencia antimicrobiana que poco a poco va afectando de manera negativa el poder

tratar diferentes enfermedades microbianas.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto antimicrobiano in vitro del propdleo contra Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa y Candida spp.

Obijetivos especificos

1. Estandarizar la preparacion del extracto etanolico del propoleo por el

método de maceracion y filtracion.

2. Ensayar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico del propdleo

contra Staphylococcus aureus.

3. Ensayar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico del propdleo

contra Pseudomonas aeruginosa.

4. Ensayar el efecto antimicrobiano del extracto etandlico del propdleo

contra Candida spp.

5. Sefialar efectos antimicrobianos de diluciones seriadas del extracto

etanolico del propdleo contra Staphylococcus aureus.

6. Sefialar efectos antimicrobianos de diluciones seriadas del extracto

etanolico del propéleo contra Pseudomonas aeruginosa.

7. Sefialar efectos antimicrobianos de diluciones seriadas del extracto

etanolico del propdleo contra Candida spp.
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METODOLOGIA

Tipo de estudio

El estudio fue experimental, de tipo multifactorial

Recoleccion del propoleo

La muestra de propoleo fue recolectada en el mes de noviembre del 2023 en el
estado Anzoategui, Sector Los Caribitos, Capital Independencia, Venezuela. El
propoleo fue identificado por el apicultor Hernan Guilarte, obtenido por el método de
raspado y transportado al laboratorio a temperatura ambiente en un recipiente estéril

hasta el momento de la preparacion del extracto etanolico.

Preparacion del Extracto Etandlico

El propoleo pesado en balanza electronica luego fue cortado en trozos pequefios
y posteriormente pulverizados en un mortero de porcelana con pistilo; se obtuvo
11,879 del propdleo, el cual se adiciond en 47,50 ml de etanol destilado al 96%. Se
dejo macerar en un recipiente cerrado, a temperatura ambiente y en ausencia de luz;
se agitd durante tres dias por una hora diariamente. Al finalizar el periodo de
agitacion se procedio a filtrar la solucion de propéleo, haciendo uso de un filtro, para
descartar cualquier particula solida presente en la solucién, obteniéndose asi el

extracto etanolico de propdleo (EEP).
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Elaboracién de los discos

Para la elaboracion de los discos, también se utilizaron todos los implementos
de bioseguridad para evitar cualquier tipo de contaminacion (bata de laboratorio,
guantes de latex y tapabocas) tal como lo establece las normas ISO 15189 2007 en su

apartado 5.3 “Instalaciones y condiciones ambientales”.

Fueron seleccionados discos de sensibilidad vencidos, los cuales se lavaran 3
veces con agua destilada y se llevaran a la autoclave a 1.5 libras por 15 minutos, este
proceso se llevo a cabo en el laboratorio de microbiologia y parasitologia “Sécrates
Medina”, lugar que posee las condiciones controladas e idoéneas de humedad y
temperatura. Después de este proceso se llevaron al horno por 24 horas para secar por
completo los discos y asi poder inactivar por totalmente los antibiéticos de estos
discos.

En una camara de flujo, se prepararon 6 con la solucion madre y cada dilucion,
cada disco serd impregnado respectivamente con S0A de cada una de las soluciones,

luego se llevaran a la estufa a 35 °C por 24 horas.

Control de calidad

Se realiz6 una inspeccion visual para el control de calidad de los discos,
verificando la forma, el diametro y la cantidad de hebras de papel, rechazando
cualquier disco que presente anomalias como mal corte o rasgaduras y no pudieran
cumplir con la funcion para la cual fueron disefiados. Los discos rechazados seran

descartados.

Los discos aceptados se dispusieron de manera ordenada en placas de Petri, se

taparon con cinta de comprobacion de esterilidad teniendo en cuenta la manera de
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colocar los discos dentro de las placas de Petri, se ubicaron de forma que permita
contarlos y de esa manera tener mayor control. Luego de que sean ordenados se

esterilizaran con calor seco a la autoclave tipo estufa a 140 °C por un lapso de 2 horas

Preparacion de los discos de sensibilidad

Fueron seleccionadas al azar la solucién pura y las diluciones 1/10, 1/20 y 1/40

para la posterior preparacion de los discos de sensibilidad.

Una vez preparada la dilucién, sobre los discos estériles y luego que estos
perdieran el calor de la estufa, se impregnd cada papel con la solucion, formandose
entonces los discos de sensibilidad. Se mantuvo higienizado el espacio y se verificé el
uso de los implementos de laboratorio, para asi evitar cualquier tipo de contaminacion
cruzada y garantizar la calidad. Para llevar a cabo esta etapa se esterilizd la punta de
una pinza, con el calor directo de la llama del mechero, la funcion de esta fue mover

los discos, con el fin de acomodarlos en las placas de Petri a disposicion.

Se utiliz6 una micropipeta calibrada, previamente graduada con la cantidad de
solucion requerida en funcién de la capacidad de absorcidn de cada disco, de igual
manera se utilizaron puntas amarillas descartables para mayor precision, debido a que

la cantidad a descargar sobre los discos fue pequefia.

Primero se prepararon e identificaron 12 placas de Petri con las soluciones
correspondientes, con la micropipeta con punta amarilla se tomé agua destilada, que
fue usado como control y se impregnaron los discos de la primera placa, luego se
impregnaron los discos de la segunda placa con la solucion madre, se repitieron los
pasos anteriores con las respectivas soluciones 1/10; 1/20; 1/40 y se vacio sobre cada
uno de los discos de las placas siguientes. Una vez que todos los discos del lote se

encuentren impregnados, se procedio al secado por calor tapando las placas de Petri y
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envolviendo con papel film, luego fueron depositadas dentro de la estufa del
laboratorio a temperatura controlada de 35 °C por 24 horas.

Al culminar el proceso de secado, se almacenaron los discos en la nevera a
temperaturas 5 a 8 °C. Al momento de usarlos se debi6 dejar reposar tapados fuera de

la nevera, hasta llegar a temperatura ambiente.

Para llevar a cabo los ensayos en donde se estudid la reproducibilidad en los
discos de sensibilidad elaborados, se prepararon previamente los insumos. Entre
ellos, las placas de Petri servidas con el medio de cultivo, agar Muller-Hinton, las
cuales permanecieron preservadas en refrigeracion a una temperatura no mayor a
15°C.

Preparacion del agar

Para realizar el estudio de antibiograma existen varios métodos, para esta
investigacion, se desarrolld el método en difusion en agar, también conocido como
método Kirby-Bauer, este es un estudio de susceptibilidad por difusion en disco, un
procedimiento cualitativo utilizado por diversos laboratorios clinicos en la actualidad.

Consiste en depositar el microorganismo, en una superficie de agar Muller-Hinton.

El antibiético expulsado por los discos forma un gradiente de concentracion y
al transcurrir un periodo de tiempo entre 18 y 24 horas en estado de incubacion, se
presentaran los discos rodeados por una zona de inhibicién; dicha concentracion del
antibidtico presente en la interfase del agar entre las bacterias que se encuentran en
crecimiento y las inhibidas, se denota como “concentracion critica” la cual se

aproxima a las Condiciones Inhibitorias Minimas (CIM).



18

Existen diametros de inhibicion estandarizados para cada antimicrobiano,
expresados en milimetros, con los cuales se realiza la lectura de los halos de
inhibicidn, estos se interpretan con tres posibles opciones: Sensible (S), Intermedia (1)
0 Resistente (R).

Para efectos del antibiograma, se utilizé especificamente el medio de cultivo
Agar Miller-Hinton, el cual posee una baja concentracion de iones divalentes. Es
recomendado para este tipo de estudios porque en él se reproducen la mayor parte de
las bacterias patdgenas; para su uso y estandarizacion entre laboratorios es utilizado
debido a que las diferencias entre los distintos lotes comercializados son muy pocas.

Discos de antibidticos, son discos de papel filtro, los cuales estan impregnados
con una concentracion definida de propdleo y estos fueron utilizados para la
evaluacion semicuantitativa de la susceptibilidad in vitro de las bacterias y hongos a

evaluar.

Los halos de inhibicion son aquella zona ubicada alrededor de un disco de
antibidtico presente en una placa inoculada, en la cual no se presenta crecimiento
bacteriano. La medicién de los halos se realiza por la parte trasera de la placa de
Petri, previamente incubada, donde se procede a determinar el tamafio de la
circunferencia que se encuentra alrededor del disco de antibidtico a traves de un

instrumento de medicidn.

En cuanto a la inoculacion se procede a la introduccion de un agente infeccioso
en un organismo, o lugar, que carece del agente patdgeno. Cultivar un
microorganismo significa promover intencionalmente su desarrollo en un medio de

cultivo predeterminado y condiciones establecidas.



RESULTADOS

Identificacion del propdleo

El propdleo fue identificado por los apicultores de la localidad, como una

sustancia resinosa de color marrén con aspecto oleoso.

Preparacion del macerado

Se colocaron 11,87 gr de propéleo crudo con 47,5 ml de etanol al 96% dentro
un motero estéril, en donde se macerd con movimientos circulares hasta obtener una
mezcla homogénea, luego se trasvasd a un envase estéril y hermético, forrado de
papel aluminio para evitar la exposicién a la luz solar. Esta mezcla se coloco en un
rotador por 72 horas, con agitacién continua durante una hora, para obtener
posteriormente el extracto etanolico del propoleo. Luego este extracto se separ0 en
tubos conicos y se centrifugd a 3500 rpm por 10 minutos. Se separ6 el sobrenadante,

el cual se filtr para utilizar en la preparacion de las diluciones respectivas.
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Preparacion de las distintas diluciones a partir de la solucion madre

Se prepararon diluciones de los siguientes titulos 1/10; 1/20; 1/40.

Esterilizacion y autoclavado de los discos de sensibilidad

Se lavaron los discos 3 veces con agua destilada y se llevaron al autoclave
dentro de una placa de Petri. Para asegurar la inactivacion de esos antibidticos y

correcto secado de los discos se llevé a la estufa a 35°C por 24h.
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Impregnacién de los discos de sensibilidad

Se impregnaron 6 discos de sensibilidad con 504 de la solucién madre y de

cada dilucién correspondientemente.

Antibiogramas por discos de sensibilidad

Se sembré en agar Mieller-Hinton cepas de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Candida spp. Se realizaron los antibiogramas usando los
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discos impregnados con las soluciones, se dejaron durante 24 horas, y al pasar este
tiempo se observo un desarrollo normal de los microorganismos, y no inhibicion -

resistencia en las distintas soluciones de extracto etanélico del propéleo.




DISCUSION

El uso indiscriminado de antibidticos ha provocado la disminucion de las
opciones para tratar infecciones bacterianas y fungicas, ya que estos microorganismos
generan resistencia a los antimicrobianos. En la actualidad se deben tomar decisiones
acertadas ante la emergencia global, y explorar nuevas alternativas para hacerle frente
a esta crisis (OMS, 2014).

La tradicion de la medicina herbal y con productos naturales, transmitida de
generacion en generacién, se ha arraigado en la sociedad a pesar de la falta de
conocimiento sobre las dosis adecuadas. Segun la OMS (2008), méas del 80% de la
poblacion mundial recurre a productos de origen natural. En Venezuela, la crisis
econdmica, el alto precio de los medicamentos y la dificultad para acceder a centros
de salud han llevado a un aumento en el uso de estos productos naturales y plantas,

especialmente en areas populares de las ciudades (Giraldo et al., 2009).

El uso excesivo de antifangicos ha disminuido las alternativas disponibles para
tratar infecciones, dado que los hongos han adquirido resistencia a estos farmacos. En
la actualidad, es crucial tomar decisiones fundamentadas para hacer frente a esta

emergencia global y explorar nuevas opciones para combatir esta crisis (OMS, 2014).

La inocuidad del propdleo es un aspecto crucial a considerar en cualquier
investigacion relacionada con este producto apicola. El propdleo, una sustancia
resinosa recogida por las abejas de las yemas de los arboles, se ha utilizado
tradicionalmente por sus propiedades medicinales y terapéuticas. Sin embargo, su
composicién quimica puede variar dependiendo de la ubicacion geogréfica, las
especies vegetales de las que proviene y el procesamiento al que ha sido sometido.
(Bankova, 2005)
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Por lo tanto, es fundamental realizar andlisis exhaustivos para garantizar la
seguridad y calidad del propdleo utilizado en estudios cientificos, el cual se ha
demostrado que puede contener compuestos potencialmente toxicos como metales
pesados, pesticidas y microorganismos patdgenos, los cuales pueden representar un

riesgo para la salud si no se controlan adecuadamente. (Pasupuleti et al., 2017).

Debido a la importancia que posee la bacteria Staphylococcus aureus, en
producir diversas infecciones cutanea y de mucosas, asi como enfermedades de riesgo
vital (absceso, foliculitis, pericarditis, peritonitis, celulitis de cara y cuello entre otros)
(Koneman et al., 2008, Torres et al.,, 2002) es importante buscar medidas de

prevencion para no aumentar el riesgo de resistencia antimicrobiana, por ende:

En esta investigacion se pretendid reproducir en condiciones controladas y de
manera estandarizada la extraccion etandlica del propdleo, sin realizar extracciones ni
procesos industriales, basada en el conocimiento popular donde las personas
explicaron su forma de preparacion y proporciones, para evidenciar si la forma
popular de consumo poseia efectos antimicrobianos in vitro, a diferencia de las

anteriores investigaciones realizadas (Fonnegra et al., 2009).

De acuerdo a la investigacion realizada por Gonzalez et al., (2013), el extracto
etandlico del propdleo muestra un efecto antimicrobiano contra cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, en comparacion con esta investigacion que
no se evidencio dicho efecto, lo cual se contrasta con la creencia popular de que tenga

efecto antimicrobiano, sobre todo para infecciones cutaneas y de garganta.

También se plantea la posibilidad de que en la poblacion se experimente el
efecto placebo, el cual se refiere a la modificacion demostrable fisiolégicamente, que
ocurre en el organismo como resultado de un estimulo psicolégico provocado por la

administracion de una sustancia inerte, un farmaco o un tratamiento (Lam y
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Hernandez, 2014). Una de las afecciones que comdnmente se trata con esta sustancia
es el dolor de garganta, que puede ser causado por procesos virales y suele durar entre
24y 48 horas.

La composicion quimica del propdleo es muy compleja y varia de una region
geogréfica a otra. A pesar de los pocos estudios que se ocupan de esta sustancia tan
compleja, actualmente resulta dificil estandarizarla. Esta establecido que el tipo de
propdleo varia segun el origen geografico y la procedencia vegetal, existiendo una

enorme heterogeneidad en su composicion quimica.

Se debe tener en consideracion la composicion del propdleo, puede albergar
diferentes microorganismos provenientes de los compuestos que los conforman, ya
que se evidencié mediante la siembra del extracto etandlico del propdleo en un agar
enriquecido, el crecimiento de una bacteria gram positiva con forma bacilar, la cual se

sospecha que podria tratarse de Bacillus spp.



CONCLUSION

No se evidencio efecto antimicrobiano de los extractos etandlicos del propdleo
sobre los gérmenes Gram positivo: Staphylococcus aureus, germen Gram negativo:
Pseudomonas aeruginosa y hongos oportunistas: Candida spp; independiente de los
métodos ensayados, y dependiente de las caracteristicas de donde fue localizado y
extraido el propdleo. A pesar de las propiedades prometedoras que se le atribuyen a
dicho producto natural en otros aspectos de la salud.
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RECOMENDACIONES

La revision actual recomienda seguir estudiando los potenciales
bioldgicos y los mecanismos de accidn de nuevos tipos de propdleo de

diversas regiones.

El uso de los productos naturales de manera medicinal debe ser
observado con cuidado y no deben aplicarse en grupos vulnerables

como nifios y ancianos.

Realizar anélisis de toxicidad para identificar los componentes activos
presentes en el prop6leo. No asumir efectos antimicrobianos,

antiinflamatorios si no hay una base cientifica para esto.

En cuanto a los estudios posteriores se recomienda que se ensaye este
producto  utilizando concentraciones mayores de diferentes
localizaciones geograficas, con biodiversidad de vegetacion y estados

meteoroldgicos.
Se recomienda realizar analisis microbioldgicos y determinar la

presencia de contaminantes antes de utilizar el propdleo en

investigaciones o productos comerciales.
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