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1. RESUMEN.

El propoleo es una mezcla compleja elaborado a partir de resinas, balsamos y
otras exudaciones de las plantas que las abejas Apis mellifera recogen y
modifican, para utilizarlo como material de construccion en las colmenas, para
evitar la proliferacion de microorganismos patégenos.

Contiene constituyentes farmacoldgicamente activos que le atribuyen actividades
biolégicas como antiinflamatorio, antioxidante, inmunomodulador o antibacteriano.
La actividad antibacteriana se atribuye principalmente a la presencia de
flavonoides y derivados del acido caféico. En los dltimos afios, la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitldn ha realizado mdltiples investigaciones acerca de
las propiedades antimicrobianas y antifingicas del propéleo, que demuestran la
efectividad in vitro de sus activos farmacolégicos, sobre un gran numero de
patdbgenos humanos y veterinarios, para su posible utilizacion como tratamiento
alternativo contra diversas enfermedades infecciosas.

En el presente estudio, se estudiaron tres extractos de propoleos de diferentes
estados de la Republica Mexicana: Estado de México, Hidalgo y Morelos. Se
cuantificaron los compuestos fendlicos y flavonoides, asi como la actividad
antimicrobiana frente a cepas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa y Escherichia coli de aislamientos clinicos por el método de difusion en
disco.

La Norma Mexicana Oficial “Propdleos, produccion y especificaciones para su
procesamiento”, NOM-003-SAG/GAN-2017, establece como concentraciones
minimas de fenoles totales y flavonoides 5 % y 0.5 % respectivamente; los tres
propodleos evaluados cumple la normatividad.

El propdleo de Hidalgo presentd concentraciones superiores de los metabolitos
bioactivos (54.1 % de fenoles totales y 3.05 % de flavonoides). Las cepas
bacterianas evaluadas provenian de muestras clinicas y demostraron resistencia a
distintos antimicrobianos. La cepa de S. aureus (2), fue la Unica que demostré
sensibilidad a los extractos de los propdéleos de Hidalgo y Morelos. Los resultados
de la evaluacion antimicrobiana demostraron que los propdleos con mayor
concentracion de fenoles totales y de flavonoides tienen mayor actividad
antimicrobiana.

La resistencia bacteriana a los antibiéticos se encuentra en constante evoluciéon y
debido a la efectividad de sus metabolitos bioactivos, el propdleo debe ser
contemplado e investigado para su utilizacion como tratamiento complementario,
pues la actividad de sus componentes puede desencadenar un efecto sinérgico o
potencializador de los antibiéticos utilizados en los tratamientos convencionales.




2. MARCO TEORICO.
2.1 EL PROPOLEO.
2.1.1 Generalidades.

La medicina tradicional es reconocida hoy como un recurso fundamental para la
salud de millones de seres humanos, un componente esencial del patrimonio
tangible e intangible de las culturas del mundo, un acervo de informacion,
recursos, practicas para el desarrollo y el bienestar, ademas de un factor de
identidad de numerosos pueblos del planeta (Biblioteca Digital de las Plantas
Medicinales de México, 2012).

En las ultimas décadas, han sido publicados varios estudios relacionados con la
composicion de productos apicolas (miel, polen, jalea real y propoleos) y sus
propiedades biolégicas, lo cual general la atencion de investigadores.

La palabra propdleo se deriva del griego pro (en defensa de o delante de) y polis
(ciudad), es decir, en defensa de la ciudad, designando a la sustancia que recubre
la colmena de las abejas Apis mellifera cumpliendo funciones de defensa
(Palomino et al, 2009). De ahi paso al latin (propoliso) con el significado de tapar o
alisar. En espafol, es denominado propoleo o propoleos (Asis, 2001).

El propdleo es un producto de la colmena formado por resinas que las abejas
recolectan de ciertas plantas, en particular de flores y brotes de hojas, las cuales
mezclan con saliva, enzimas y otras secreciones propias de las abejas (Farré et
al., 2004). Es usado como un protector natural contra organismos patdgenos y
hongos; protege contra el frio durante el invierno y actia como material de sellado
en las paredes externas e internas de la colmena para reducir la entrada de
insectos (Marcucci et al., 2001; Papotti et al.,, 2012). Este producto es muy
apreciado por sus diversas actividades biologicas (Salatino et al., 2011).

Estudios han revelado la presencia de ceras, resinas, balsamos, aceites
esenciales, polen, impurezas mecanicas, compuestos fendlicos, aldehidos,
cetonas y ésteres alifaticos, aminoacidos y ésteres aromaticos, flavonoides,
flavonas, flavononas, &cidos grasos, terpenoides, esteroides y azucares. La
proporcion de cada componente es variable. (Chaillou et al., 2004; Lebn, 2012;
Guerrero, 2013). Las caracteristicas individuales de cada propoleo estan
estrechamente relacionadas con la especie de abeja recolectora, la composicion
guimica, el origen botanico y la época de recoleccion.

2.1.2 Antecedentes histdoricos.

El propdleo es tan antiguo como la miel y ha sido utilizado por el hombre desde
hace siglos. Existen registros que indican el uso del mismo por los antiguos
egipcios, persas y romanos. En el siglo pasado los cientificos fueron capaces de
demostrar que el propdleo posee importantes actividades biologicas. La




investigacion sobre la composicion quimica del propdleo se inicidé a principios del
siglo XX y se continué después de la Segunda Guerra Mundial. Los avances en
los métodos analiticos cromatograficos permitieron la separacion y la extraccion
de varios componentes del propdleo. Al menos 300 compuestos diferentes se han
identificado hasta el momento (Kuropatnicki et al., 2013).

Con el descubrimiento de la penicilina (1928) y el advenimiento de los modernos
antibidticos, el propdleo comenzd a dejarse de lado y paraddjicamente esa
tendencia en la actualidad, ha comenzado a revertirse (Adanero, 2000).

En México, el cuidado y aprovechamiento de los productos de las abejas se
remonta a épocas prehispanicas donde las diferentes culturas existentes tales
como los Mayas, Tarascos, Lacandones y Olmecas Pupulucas cultivaban a las
abejas sin aguijon (Meliponinos), con fines alimenticios, medicinales y religiosos
(Martinez et al., 2010).

Segun los esquemas bajo los cuales los apicultores llevan a cabo su actividad en
México, se identifican tres grupos: tecnificado, semitecnificado y tradicional. Dentro
del primer grupo estan los productores con mas de 100 colmenas, que incorporan
adelantos tecnoldgicos de vanguardia e incluso generan tecnologia propia
(innovacién endogena) acorde a las caracteristicas de su region; manejan una
apicultura diversificada y practican la movilizacion de apiarios en busqueda de
floraciones 0 mejores espacios para colocar sus colmenas. La apicultura
tecnificada se inicio aproximadamente en el afio 1920. El segundo grupo lo
conforman apicultores con diferentes grados de tecnificacion, y generalmente
poseen entre 60 y 100 colmenas. Por ultimo, el tercer grupo, dentro del cual se
practica una apicultura como una actividad complementaria a otras labores o bien
como un pasatiempo, no incorporan tecnologia, y en la mayoria de los casos su
técnica es rudimentaria (INEGI, 2009).

En los ultimos 50 afios se han realizado estudios cientificos enfocados en
determinar la composicion quimica, propiedades curativas y el uso farmacologico
de los preparados a base de propdleos. Esto ha permitido que su uso en
fitomedicina se haya incrementado, por lo tanto, es una materia valiosa para la
industria farmacéutica, de cosméticos y de alimentos (Guerrero, 2013).

Los usos de este producto natural se han mantenido durante siglos, hasta llegar a
nuestros dias, en que existe una cantidad importante de investigaciones cientificas
en los campos de la biologia, la medicina humana y veterinaria. Sin embargo, se
requiere de mas investigacion, que contribuya al conocimiento de los alcances
reales del propdleo, las aplicaciones, las limitaciones etc., para contar con un
producto estandarizado que no se limite a ser de uso empirico.




2.1.3 Caracteristicas fisicas del propodleo.

El propdleo en grefia puede presentar tonalidades de color castafio, marron,
pardo, rojizo y verde, en algunos casos negro, segun sea el origen botanico y
geogréfico (El Hady y Hegazi, 2002). A temperaturas elevadas es suave, flexible y
muy pegajoso, pero cuando se enfria se vuelve duro y quebradizo. Con sabor acre
0 amargo, olor agradable y dulce (Gonzalez, 1997; Kuropatnicki et al., 2013). Este
polimero balsamico resinoso de las abejas contiene fundamentalmente ceras y
aceites esenciales, siendo una sustancia muy compleja, soluble en alcohol y en
solventes como éter, acetona, benceno, tricloroetileno y otros (Salamanca y
Correa, 2007; Gutiérrez, 2011).

Los compuestos identificados en propdleos de colmenas ubicadas en
emplazamientos cercanos entre si, no difieren significativamente, aunque desde el
punto de vista cuantitativo, pueden ser variables. Ello implica que los propéleos
deban ser estudiados en funcion de la zona geografica de las colmenas (Gutiérrez,
2011).

Figura 1. Tonalidades de varias muestras de propéleo en grefia. a) Cuautitlan Izcalli, Estado
de Meéxico. b) ElI Oro, Estado de México. c) Villa del Carbdn, estado de México. d)
Tianguismanalco, Puebla. €) San José lturbide, Guanajuato. f) Tlalpujahua, Michoacan.
Fuente: Rodriguez, 2015.

2.1.4 Composicién quimica del propdleo.

El propoleo es un producto natural rico en constituyentes bioactivos. Su
composiciéon quimica es muy compleja y depende en gran medida a la flora
correspondiente a las zonas donde es recolectado. Mas de 300 compuestos han




sido identificados en muestras de propdleo en grefia de diferentes origenes
(Salatino et al., 2011).

El origen de la planta, el olor y el color, son los principales determinantes de la
composicion quimica y como consecuencia, de las propiedades biolégicas del
propdleo. El control de la procedencia geogréfica es crucial para asegurar una
composicion coherente del propdleo y lograr la mejor estandarizacion posible
(Bankova et al., 2007; Sforcin y Bankova 2011).

En numerosos estudios se ha determinado que los constituyentes principales del
propoleo son: cera, resinas, balsamos, aceites esenciales, ademas de impurezas
organicas e inorganicas, denominadas genéricamente impurezas mecanicas
(Ribeiro y Salvadori, 2003; Chaillou, 2005).

Ademas, se ha determinado que la variacion y proporcién en los componentes del
propoleo se originan de varias fuentes: los exudados de las plantas de donde
colectan las abejas, las sustancias secretadas por el metabolismo de las abejas y
los materiales que se introducen dentro de la elaboracion del propodleo (Farooqui
et al., 2012), la época de recoleccion, el origen vegetal de la resina y la raza de las
abejas (Chaillou, 2005), principalmente.

Un andlisis primario de cualquier muestra de propoleo, permitird determinar, en
lineas generales, la presencia de cera, intimamente mezclada en proporciones de
20-30 %. Las muestras obtenidas por raspado de cuadros presentan mayores
cantidades de cera, ademas de resinas y balsamos aromaticos (40-50 %), aceites
esenciales (5-10 %), polen (4-5 %) y materia no organica (10-30 %). Estas ultimas
se encuentran en los propoleos empleados con fines constructivos en la colmena
(Chaillou, 2005; Papotti et al., 2012). Quimicamente se han identificado en el
propoleo, aminoéacidos, acidos alifaticos, acidos aromaticos y sus ésteres,
alcoholes, aldehidos, agliconas, hidrocarburos, cetonas, terpenoides, vitaminas,
minerales flavonoides, terpenos, sesquiterpenos, estilbenos, esteroides, aldehidos
aromaticos, etc.

Los componentes principales son compuestos fendlicos que presentan en su
estructura un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilo (Chaillou, 2005) y
constituyen mezclas complejas que contienen compuestos representativos de
diversos grupos estructurales, destacandose entre los mismos los flavonoides y
las agliconas, a los cuales se les atribuye las propiedades antibacterianas,
fungicidas, antivirales y antioxidantes, asi como también los acidos fendlicos y sus
ésteres (Papotti et al., 2012).

Algunos de los principales componentes quimicos identificados en el propdleo por
técnicas cromatograficas se muestran en la Tabla 1.




Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos identificados en los propéleos. (Salatino et al., 2005; Salatino et al., 2011).

Nombre del compuesto Estructura quimica Actividad bioldgica Referencia
Flavononas

@ Kumazawa et al., 2004; Salatino

et al., 2005; Volpi y Bergonzini

HO O 2006;

. : o Falcao et al., 2010; Marghitas et

Pinocembrina Antioxidante al.. 2013: Kosalec et al.. 2007

OH O Ahn, Kunimasa y Ohta, 2007,
Shaheen et al., 2011; Markham et

al., 1996
OH
HO 0 O/ Antioxidante, antiinflamatorio, Kosalec et al., 2007; Volpi y
Naringenina promotor de carbohidratos e Bergonzini 2006
inmunomodulador
OH O

Markham et al., 1996; Marghitas
O et al., 2013
HLCO Q
Pinostrobina O Antioxidante

Luo et al., 2013; Boisard et al.,
2014

OH o
Falcao et al., 2010
HO O
Alpinetina \]:Lg Antioxidante
O ©




Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos identificados en los propéleos (Continuacioén...)

Nombre del compuesto

Acacetina

Crisina

Apigenina

Galangina

Isorhamnetina

Estructura quimica Actividad biolégica
FLAVONAS
OCH;

Antioxidante

Antioxidante, antiinflamatorio,
fitoestroégeno.

‘ OH
HO © Acelera apoptosis, induce la
| autofagia.

FLAVONOLES

Antioxidante, actividad
antibacterial, antiviral y
anticancerigena.

Antioxidante

Referencia

Valencia et al., 2012; Volpi y
Bergonzini, 2006

Valencia et al., 2012 ; Kumazawa
et al., 2004; Bankova et al., 2007
Piccinelli et al., 2013; Falcao et al.,
2010; Marghitas et al., 2013

Ahn et al., 2007; Volpi vy
Bergonzini 2006; Popova et al.,
2007; Markham et al., 1996

Volpi y Bergonzini 2006; Piccinelli
et al.,, 2013; Falcao et al., 2010;
Lagouri et al., 2014; Shaheen et
al., 2011

Volpi y Bergonzini 2006; Shaheen
et al., 2011; Popova et al., 2007
Lagouri et al., 2014; Marghitas et
al., 2013; Ahn et al., 2007;
Kumazawa et al., 2004; Kosalec et
al., 2007

Bankova et al., 1983




Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos identificados en los propéleos (Continuacioén...)

Nombre del compuesto

Kaempferol

Quercetina

Pinobanksina

Genisteina

Acido fertlico

Estructura quimica

OH
oo S
|‘ |

Actividad bioldgica

Antioxidante, anticancerigeno y
antidepresivo

OH

Inhibidor de la produccién de
células adiposas,

BIOFLAVONOIDES

Antioxidante

ISOFLAVONOIDES

OH O O
OH

ACIDOS FENOLICOS Y ESTERES
0

Antioxidante

OH Antioxidante y antiinflamatorio

Referencia

Volpi y Bergonzini 2006; Piccinelli
et al., 2013; Bankova et al., 1983

Bankova et al., 1983; Lagouri et al.,
2014

Ahn et al., 2007; Piccinelli et al.,
2013; Kumazawa et al.,, 2004,
Falcao et al., 2010; Popova et al.,
2007; Markham et al., 1996

Volpi y Bergonzini, 2006

Popova et al.,, 2007; Kumazawa et
al., 2004; Marghitas et al., 2013;
Lagouri et al., 2014; Ahn et al,
2007

Banskota et al., 2002




Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos identificados en los propéleos (Continuacioén...)

Nombre del compuesto Estructura quimica Actividad bioldgica
0]
. .. HO L . .
Acido caféico = OH Antioxidante, anticancerigeno
HO
0
Acido p-cumérico OH Antioxidante
H
LIGNANOS

Sesamina " Antioxidante
<oj©\‘.,.
0
MONOTERPENOS
Terpineol Antioxidante
OH
TRITERPENOS
B-amirina Antioxidante

Referencia bibliografica

Popova et al., 2007; Lagouri et al.,
2014; Kumazawa et al., 2004;
Falcao et al., 2010; Marghitas et
al., 2013; Ahn et al., 2007

Popova et al., 2007;Lagouri et al.,
2014; Falcao et al., 2010;
Marghitas et al., 2013; Ahn et al.,
2007; Kumazawa et al., 2004

Christov et al., 1999

Koo et al., 2002

Christov et al., 1999




Tabla 1. Estructuras quimicas de algunos de los compuestos encontrados en el propéleo (Continuacion...)

Nombre del compuesto Estructura quimica Actividad bioldgica

ACIDOS GRASOS
Participa en la disminucion de
lipoproteinas de alta densidad,
Hl::‘_.-- M hipotensor e
inmunomodulador.

Acido oleico

p O o L
Acido palmitico ,”\_/\/\_/\_/\/W\ Principal ?jm?o g_ra}[so saturado
HO e la dieta.
O

Acido miristico JJ\\/\/\/\/\/\/\ Acido graso saturado
HO

Referencia bibliografica

Chang et al., 2003
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2.1.5 Metabolitos secundarios.

El estudio de estos compuestos se inicié por los quimicos organicos del siglo XIX'y
principios del XX, quienes los llamaron “productos naturales”, debido a su
importancia como drogas, venenos, saborizantes y materiales industriales. De
acuerdo con los bidlogos evolucionistas, las defensas vegetales deben haber
surgido a través de los fenomenos de mutacidon hereditaria, seleccion natural y
cambios evolutivos en las rutas metabdlicas basicas (Zeiger, 2006).

Los metabolitos secundarios son quimicamente reactivos (aptos para ingresar a
los sistemas vivos, interactuar y cambiar la estructura de un receptor o blanco
molecular y penetrar en la célula donde puede afectar varios procesos
fisiologicos). De alli deriva su actividad biolégica o farmacoldgica (Anaya y
Espinosa., 2006). Entre éstos se encuentran: fenoles, flavonoides, taninos,
cumarinas, terpenoides, esteroides, alcaloides y otros compuestos.

CO, +H,0

T

f— METABOLISMO PRIMARIO —

¢
Fotosintesis !
I Glucosa —— Carbohidratos
METABOLISMO v_&._
SECUNDARIO G
|
i e I METABOLISMO
+—1 | constituyentes B SECUNDARIO
Fenilpropanoides o
Flavonoides l !
1
—1 1 Aminodacidos ‘ ¢ Acidos grasos
) Lipidos
I S
\J < : APrmelna;‘:;,'.- f
Alcaloides, Z = e - __, Terpenos
A fcefiCon: | Esteroides
Acidos l
= =,
nucleicos Ciclo del
acido citrico
< ADN-ARN

Figura 2. Elementos basicos del metabolismo primario y relacién con el metabolismo
secundario de las plantas.
Fuente: Garciay Pérez- Urria, 2009.

El propdleo en grefia, proviene de una mezcla de sustancias resinosas recogidas
de los vegetales, en las que se encuentran estos metabolitos secundarios,
sustancias procedentes de regurgitaciones glandulares segregadas por las abejas,
y de ceras y polen (Jean Prosty Le Conte, 2007).
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La naturaleza de dos de los principales componentes del propdleo, provenientes
del metabolismo secundario de las plantas, a los cuales se les han atribuido la
mayoria de las propiedades terapéuticas se describe a continuacion.

a) Fenoles.

Son compuestos con un grupo hidroxilo unido a un anillo de benceno (también
llamado hidroxibenceno o acido carbdlico).

Los compuestos fendlicos son unos de los principales metabolitos secundarios de
las plantas y su presencia en el reino animal se debe a la ingestion de éstas. Los
fenoles son sintetizados de novo por las plantas y son regulados genéticamente,
tanto a nivel cualitativo como cuantitativo, aunque a este nivel también existen
factores ambientales. Ademas, actian como fitoalexinas (las plantas heridas
secretan fenoles para defenderse de posibles ataques fungicos o bacterianos) y
contribuyen a la pigmentacién de muchas partes de la planta (Gimeno, 2004).

Los polifenoles se pueden clasificar debido a su diversidad estructural (fig. 3).
Segun su estructura quimica tenemos 2 grandes grupos:

1.No flavonoides.
Entre ellos:

* Fenoles no carboxilicos
» Acidos fendlicos: derivados del acido benzoico y derivados del acido cinamico.

2.Flavonoides (C6-C3-C6).

Formados por 2 grupos bencénicos unidos por un puente tricarbonado.
Subgrupos:

 Antocianos.
* Flavonas, flavononas, flavanoles y flavanonoles.
* Flavanoles, taninos condensados y lignanos (Gimeno, 2004).

Lo mas destacable de los compuestos fendlicos son sus propiedades
antioxidantes. Por un lado, son muy susceptibles a ser oxidados y por otro,
impiden que los metales catalicen las reacciones de oxidacién. Asi, los grupos
hidroxilo, al estar unidos a un anillo bencénico, presentan la posibilidad de que el
doblete del &tomo de oxigeno interaccione con los electrones del anillo, lo que les
confiere unas caracteristicas especiales respecto al resto de alcoholes.

Por otro lado, pueden actuar de quelantes (principalmente los fenoles no
flavonoides) y formar complejos con metales di o trivalentes, especialmente con el
hierro y el aluminio, lo que puede tener también implicaciones nutricionales
(Gimeno, 2004).
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CH;

CH,0H

COOH :

CH;0 CH;0 OCH;

OH

HO

Figura 3. Ejemplos de estructuras de compuestos fendlicos.
Fuente: Gimeno, 2004.

b) Flavonoides.

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucion ambiental, sustancias quimicas presentes en los
alimentos, entre otros. Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un
esqueleto comun de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de
fenilos (A 'y B) ligados a través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Martinez et
al., 2002).

La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifenolicos y de la relacién estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica.

El creciente interés en los flavonoides se debe a la apreciaciéon de su amplia
actividad farmacoldgica. Pueden unirse a los polimeros biologicos, tales como
enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metalicos transitorios,
tales como Fe?*, Cu?*, Zn?*, catalizar el transporte de electrones y depurar
radicales libres. Debido a este hecho, se han descrito efectos protectores en
patologias tales como diabetes mellitus, cancer, cardiopatias, infecciones viricas,
Ulcera estomacal y duodenal e inflamaciones. Otras actividades que merecen ser
destacadas son sus acciones antivirales y antialérgicas, asi como sus propiedades
antitrombdtica y antiinflamatoria (Martinez et al., 2002). Algunos ejemplos se
muestran en la figura 4.
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o] g O o] g
=
OH OH

Antocianidina

Flavanol

Flavona Flavonol

Figura 4. Flavonoides. Estructura basicay tipos.
Fuente: Martinez et al., 2002.

2.1.6 Propiedades biologicas.

Las propiedades biolégicas del propéleo dependen de la calidad de éste, asi como
de las proporciones de sus constituyentes y el sinergismo entre éstos.

Sus propiedades son variables segun su origen botanico y geografico, pudiendo
asi mencionar propiedades antisépticas, cicatrizantes, antiinflamatorias,
anestésicas, asi como su actividad antiviral, bacteriostatica y bactericida,
antifangica, entre otras (Gutiérrez, 2011).

El propoleo es el producto de abeja con la mayor actividad antimicrobiana, la cual
ha sido confirmada por numerosos estudios cientificos, se ha demostrado su
actividad en contra de multiples microorganismos tales como: Bacillus cereus,
Mycobacterium sp., Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus
viridans, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Aspergillus sp., Cryptococcus neoformans y Proteus vulgaris (Estrada, 2012).

Se muestran en la tabla 2, las principales actividades del propd6leo de acuerdo a
investigaciones a nivel mundial, considerando los paises de mayor produccién de
propoleo.
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Tabla 2. Principales actividades biolégicas y componentes de propéleos en el mundo. (Marcucci, 1995; FAO, 2007; Sforcin y Bankova;
2011; Bogdanov, 2012).

Actividad

Propéleos

Microorganismos sobre el que actdan/ Accion

Anti bacteriana

Antifungicay
antiviral

Antiparasitaria

Antiinflamatoria

Anticancerigena

Antiproliferativa

(inhibe la
reproduccién
celular)

Antioxidante

Cicatrizante

Europa
Flavononas,
flavonas,
acidos
fendlicos y
sus ésteres

Flavonoides

No evaluado
Flavononas,
flavonas,
acidos
fendlicos y
sus ésteres

CAPE

Galangina,
flavonoides
y &cido
cinamico
Flavonoides,
acidos
fendlicos y
sus ésteres

No evaluado

benzopironas
CAPE

No evaluado

Acido p-
cumarico
prenilado,
diterpenos,
benzofuranos.

No evaluado

Acido p-
cumarico
prenilados,
flavonoides

No evaluado

Brasil Cuba
Acido p-
cumarico Benzofenonas
prenilado, preniladas
diterpenos
Prenilados y

Isoflavonoides

No evaluado

No evaluado

Benzofenonas
preniladas

No evaluado

No evaluado

Flavononas
(glucésidos),

metoxiflavonoides

México
CAPE**

**Fenetil éster del
acido caféico

Pinocembrina

CAPE

CAPE

CAPE,
xanthomicrol,
galangina,
acacentina,
crisina

Pinocembrina,
crisina

Rutina,
CAPE,
galangina

No evaluado

Bacillus larvae, B. subtilis, M. tuberculosis, S. aureus, S.
sobrinus, S. mutans, S. cricetus, S. cerevisiae, E. coli,
Salmonella, Shigella, Bacteroides nodosos, K. pneumoniae

C. albicans, C. neoformans, A. fumigatus, M. -canis,
Alternaria alternata, Fusarium sp. VIH-1, virus de Ajuesky,
herpes simple tipo 1y 2.

Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, Eimeria magna

Supresion de la sintesis de DNA para células
mononucleares y células T. CAPE: efectos inhibidores en la
transcripcion de factores NF-kB, en la transcripcién del gen
para IL-2, en la expresion del gen para IL-2R y la
proliferacién de células T. La accién moduladora en
macréfagos , estimulacion litica de células NK contra
células tumorales, aumento de citoquinas proinflamatorias,
expresion y la produccion de linfocitos Thly Th2 .

Accion comparable a la Vitamina E, minimizando la
peroxidacion lipidica y el efecto de los radicales libres.

Intervencioén a nivel de mediadores de la inflamacién.
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2.1.7 Determinacién de la calidad.

La calidad del propdleo esta directamente relacionada con los métodos de
recoleccion, almacenamiento y conservacion. En ese sentido la calidad depende
del tipo de flora, caracteristicas ambientales (trabajo del apicultor),
almacenamiento y conservacion, lugar de procedencia, regién de la colmena
donde se extrajo y método de recoleccidn utilizado.

Para que la calidad de un propdleo se considere Optima, debe cumplir, a grandes
rasgos, los siguientes requisitos:

o Estar libre de contaminantes toxicos.

o Contener bajos porcentajes de cera, materia insoluble y cenizas.

o Definir su procedencia botanica, para determinar el tipo de compuestos
activos.

o Tener contenidos elevados de metabolitos secundarios como compuestos
fendlicos y flavonoides.

El contenido de fenoles y flavonoides es un parametro que establece tanto la
calidad del material como su potencial bioldgico. Si el propdleo se conserva mas
de un afo, su actividad bioloégica comienza a decrecer, es por ello que se
recomienda mantenerlos en frascos ambar de vidrio hasta su utilizacién, pero
existe una variacion de la cantidad de compuestos biologicamente activos ya que
estan en funcién de la zona geografica donde se encuentran las colmenas, la
vegetacion, la época del afo, entre otros (Rodriguez, 2015).

La producciéon de propoleos en México es muy limitada. En octubre de 2017, se
publico en el Diario Oficial de la Federacion la primera “Norma Oficial Mexicana
NOM-003-SAG/GAN-2017, Propoleos, produccion y especificaciones para su
procesamiento”, con la finalidad de conseguir la insercion, posicionamiento y
consolidacion del propéleo mexicano en el mercado.

Dentro de este marco normativo se mencionan los métodos de prueba, asi como
propiedades fisicas, quimicas y antimicrobianas que los propoleos deben
presentar para considerarse un producto con calidad biolégica (Vilchis, 2016,
NOM-003-SAG/GAN-2017).
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2.2 BACTERIAS FARMACORRESISTENTES.

La farmacorresistencia es un fendbmeno evolutivo natural; cuando una poblacion
bacteriana se expone a cierto antibiético, los microorganismos sensibles mueren y
los resistentes sobreviven, transmitiendo la resistencia a su descendencia.

Este fendmeno se ve favorecido por el uso inadecuado de los antibiéticos como la
prescripcion excesiva (cuando no esta justificada) y la seleccion inadecuada de
tratamiento (tipo, dosis, curso) por médicos y personal de las farmacias, asi como
la auto prescripcion y falta de seguimiento del tratamiento por parte de los
consumidores (Camacho, 2013).

Algunos de los factores que se han relacionado con la prescripcion inadecuada en
México son las deficiencias en la educaciéon médica de pre y posgrado; la falta de
informacién independiente sobre medicamentos; la influencia de la informacion
proporcionada por la industria farmacéutica; la percepcion de las expectativas de
los pacientes en cuanto a recibir medicamentos y, por ultimo, la prevalencia de
patrones de tratamientos incorrectos pero institucionalizados (Alba, 2013).

Los antimicrobianos se encuentran entre los medicamentos que mas se venden y
se consumen en México: representan un mercado anual de 960 millones de
dolares y el segundo lugar en ventas anuales (14.3%) en farmacias privadas del
pais, una proporcion alarmante cuando se compara con otros paises desarrollados
0 en transicion con mercados farmacéuticos grandes.

Para lograr una prescripcion adecuada de antibidticos deben tomarse en cuenta
varios factores como son:

a) Conocimiento de la epidemiologia local y regional de las bacterias
implicadas en la produccién de procesos infecciosos, lo que incluye su
sensibilidad a antimicrobianos.

b) Conocimiento de la farmacologia y farmacocinética de los
antimicrobianos

¢) Indicacién correcta

d) Prescripcién correcta

e) Cumplimiento del tratamiento

f) Seguimiento

Cuando no se cumple lo anterior, pueden presentarse entre otros, la falta de
respuesta al tratamiento, fracaso terapéutico, recaidas, desarrollo de resistencia
bacteriana enmascaramiento de procesos infecciosos, presencia de efectos
adversos, interacciones medicamentosas, toxicidad, desajuste de microbiota
normal y prolongacion de la enfermedad (Alba, 2013).

La resistencia bacteriana a los antibiéticos se encuentra en constante evolucion,
de manera frecuente se reportan nuevos mecanismos de resistencia bacteriana a
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los antibidticos tanto en bacterias Gram positivas como en bacterias Gram
negativas (Rodriguez et al., 2015).

La presencia de MDR (Multidrug-Resistant Pathogens) se ha convertido en una
grave preocupacion, de hecho, la Organizacion Mundial de la Salud ha reconocido
recientemente la resistencia a antibiéticos como uno de los tres problemas de
salud humana, mas importantes.

Los MDR mas comunes e infecciosos se han agrupado bajo el acrénimo
‘ESKAPE” conformado por: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter spp.

Las definiciones de resistencia se clasifican segun el nimero y la clase de
antibidticos afectados. La multirresistencia (Multiple Drug Resistance, MDR) se
define como la ausencia de sensibilidad a, por lo menos, un farmaco en tres 0 mas
de las categorias de antibidticos; la resistencia extensa (Extensively Drug-
Resistant, XDR) se refiere a la ausencia de sensibilidad a, por lo menos, un
agente en todas las categorias excepto en dos de ellas o menos (Rodriguez et al.,
2015) y (Pandrug Resistant, PDR) habla de la resistencia a todos los agentes
antimicrobianos, resistencia a todos los agentes antimicrobianos comerciales o
resistencia a todos los agentes antimicrobianos probados rutinariamente
(Magiorakos et al., 2011).

2.2.1 Clasificacion de los antibio6ticos.

De acuerdo al mecanismo de accion, se clasifican en nueve grandes grupos:

Tabla 3. Clasificacién de los antibiéticos y mecanismo de accion.

Grupos de Ejemplos Blancos
antibioticos
Penicilinas
Betalactamicos Cefalosporinas Inhibicién de sintesis del peptidoglicano de la
Carbanapems pared celular
Glicopéptidos Vancomicina
Tetraciclinas Oxitetraciclinas
Aminoglucésidos Gentamicina Inhibicién de sintesis de proteinas
Macrolidos Eritromicina
Oxazolidinonas Linezolid
Rifamicinas Rifampicinas Inhibicién de la RNA polimerasa (desactivacién
de la transcripcién)
Quinolonas Ciprofloxacino Inhibicibn de la DNA girasa (impiden
superenrrollamiento de DNA)
Inhibidores del Trimetoprima Inhibicién de sintesis de nucledtidos (impiden
metabolismo del Sulfonamida replicacién de DNA)

folato




Inhibidores
del metabolismo del folato

Quinolonas

CROMOSOMA
BACTERIANO

> INucIeotldos

RIBOSOMA

PARED
CELULAR

T Rifampicina

T
Penicilinas Tetraciclinas

Cefalosporinas Aminoglucésidos
Carbapenems Macrolidos
Glicopéptidos Oxazolidinonas

Figura 5. Blancos de distintos grupos de antibioticos
Fuente: Mendoza, 2011.

2.2.2 Importancia clinica de los microorganismos ESKAPE.

La mayoria de los problemas de resistencia en los hospitales modernos se
concentran en un numero limitado de especies bacterianas, que se han agrupado
bajo el acronimo de los patdégenos "ESKAPE" (Rice, 2010). Se acufié dicho
termino a este grupo de microorganismos, para hacer referencia a un conjunto de
bacterias con poder patégeno y que ademas en el transcurso del tiempo han
logrado adquirir una gran variedad de mecanismos de resistencia a multiples
antibidticos que le permiten en la actualidad evadir practicamente la mayoria de
opciones terapéuticas disponibles.

Bajo esta nomenclatura se agrupan:

E: Enterococcus faecium

S: Staphylococcus aureus

K: Klebsiella pneumoniae

A: Acinetobacter baumannii
P: Pseudomonas aeruginosa
E: Enterobacter spp.
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Tabla4. Grupo E.S.K.A.P.E. Caracteristicas, importancia clinicay resistencia.

Enterococcus
faecium

Staphylococcus
aureus

Caracteristicas

Cocos

grampositivos, forma
pares, o0 cadenas
cortas. Catalasa

negativo. Anaerobios
facultativos (Acosta-
Gnass, 2005).

Cocos
grampositivos,
forman pares,
cadenas cortas o
racimos.

Catalasa y

coagulasa positivo.
Anaerobio facultativo
(Bustos, Hamdan y
Gutiérrez, 2006)

Patogenicidad y Virulencia
Son la tercera causa mas
comun de infecciébn nosocomial
(Paganelli et al., 2013);
causando infecciones de las
vias urinarias, endocarditis,
bacteriemia, abscesos intra-
abdominales e intra-pélvicos
(Bhardwaj et al.,, 2013). La
patogénesis se debe a Ia
formacion de biopeliculas con
mdltiples capas (Paganelli et

al., 2013). Dentro de los
factores de virulencia esta la
presencia de hemolisinas,

bacteriocinas, proteasas Yy
aglutininas (Diaz, Rodriguez y
Zhurbeko, 2010).

Puede producir enfermedad
por toxinas o superantigenos,

invadir cualquier o6rgano o
tejido y originar supuracion,
necrosis tisular, trombosis

vascular y bacteriemia. Es el
microorganismo con  mayor
capacidad de originar
metastasis por via hematégena
(Mensa et al.,, 2013). Casi
todas las cepas producen un
grupo de enzimas y citotoxinas.
Dentro de estas hay -cuatro
hemolisinas (alfa, beta, gamma
y delta), nucleasas, proteasas,
lipasas, hialuronidasa y
colagenasa (Bustos et al,
2006).

Resistencia

Resistencia intrinseca a varios

antibidticos, incluyendo
cefalosporinas, meropenem,
ertapenem, penicilinas
resistentes a  penicilinasa,

clotrimoxazol, aminoglucosidos
y clindamicina (Diaz et al.,
2010).

Es resistente a los antibiéticos
beta lactdmicos, por la
produccién de betalactamasas,
y debido a cambios
estructurales en el sitio de
unién del farmaco, como es el
caso de la resistencia a la
oxacilina. Posteriormente
surgieron nuevos antibiéticos
como la vancomicina y la
teicoplanina, se reportd en
1997 resistencia intermedia a
vancomicina y para el 2000,
alto nivel de resistencia a éste
antibiético (Hernandez et al.,
2010).

. v
> .'t e
Figura 6. Frotis de sangre
periférica que muestra cocos
en pares.

Fuente: Gutiérrez, Cacho vy
Garcia (2010).

Figura 7.
aureus”.
microscopica.
Fuente: Kocsis (2014).

Morfologia
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Tabla 4.

Klebsiella
pneumoniae

Acinetobacter
baumannii

Caracteristicas

Bacilos
gramnegativos,
anaerobios
facultativos,
inmoéviles,
encapsulados,
fermentan la lactosa
(Echeverri y Catafio,
2010).

Cocobacilo
gramnegativo,
aerobio estricto, no
fermentador,
catalasa positivo,
oxidasa positivo, e
inmoévil  (Hernandez
et al., 2010).

Patogenicidad y Virulencia

Es responsable de infecciones
nosocomiales del tracto urinario,
septicemia, neumonia e
infecciones intra- abdominales.
También puede causar
neumonia grave, bacteriemia y
meningitis (Decré et al., 2011).

Las infecciones nosocomiales
en que se aisla incluyen:
neumonia asociada a
ventilacion mecanica,

infecciones de piel y tejidos
blandos, infecciones de heridas,
infecciones del tracto urinario,
meningitis postquirdrgicas o en
relacion con drenajes
ventriculares 'y bacteriemias
primarias (Hernandez et al,
2010).

Grupo E.S.K.A.P.E. caracteristicas, importancia clinicay resistencia (Continuacion...)

Resistencia

Usualmente desarrolla
capsula que actia

como factor determinante en la
virulencia de la bacteria, ésta
protege al microorganismo de
la fagocitosis por parte de los
polimorfonucleares y de los
factores bactericidas séricos,

una

inhibiendo la activacion del
complemento (Lopez y
Echeverri, 2010).

Resistente a multiples
antibidticos: a los

betalactdmicos, debido a Ia
produccién de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE),
metalo-beta-lactamasas,
alteraciones de las proteinas
ligadoras de penicilina,
disminucion de la
permeabilidad de la membrana
externa, mutacién de los sitios
blanco e inactivacién de los
sitios por enzimas
modificantes (Diaz, 2010).

:;o 25 07 o('; S
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: GOUC T

RN NS 2 )
Figura 8. Capsula transltcida
de Klebsiella pneumoniae en
una tincion de Gram, usando
un microscopio de contraste
de fases.

Fuente: Lopez y Echeverri

s
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Figu}a 9. “Acinetobacter

baumannii”, oportunista
asociado con infecciones

intrahospitalarias.
Fuente: Herndndez et
(2010).

al.,
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Tabla4. Grupo E.S.K.A.P.E. caracteristicas, importancia clinica y resistencia (Continuacion...)

Pseudomonas
aeruginosa

Enterobacter
spp.

Caracteristicas

Bacilo gramnegativo,
no esporulado,
aerobio, es movil por
la presencia de un
flagelo polar.
Produce piocinina,
un pigmento verdoso
que ayuda en su
identificacion y es no
fermentador (Castro,
2014).

Bacilos
gramnegativos,
anaerobios
facultativos, no
esporulados oxidasa
negativo, catalasa
positivos. Presentan

antigenos que
permiten su
serotipificacion  (E.
aerogenes, E.
cloacae, E.
sakazakii). (Castro,
2014).

Patogenicidad y Virulencia

Es altamente virulenta en
personas con rotura de Ia
barrera cutanea y de la mucosa
(quemaduras, dermaititis, fibrosis
quistica, traumatismos
penetrantes, cirugia), en
pacientes con inmunosupresion
(neutropenia,
hipogammaglobulinemia,
diabetes mellitus, cancer,
cateterizados, entre otros) y por
trastorno de la biota bacteriana
(Castro 2014).

Frecuentes en brotes
nosocomiales. Las infecciones
mas comunes son las de
heridas quirargicas, las del

tracto respiratorio, las urinarias y
las bacteriemias relacionadas
con los catéteres intravenosos,
endocarditis en pacientes con
prétesis valvulares y de
meningitis secundarias a
procedimientos neuroquirdrgicos
(Gali, 2010).

Resistencia

Es resistente a varios
antibiéticos debido a la baja

permeabilidad de su
membrana externa, la
expresion  constitutiva  de

varias bombas de flujo y la
produccién de enzimas
inactivadoras de antibicticos.
(Mesaros et al., 2007).

Resistente a los antibiéticos

betalactamicos, debida a la
activacion de una
betalactamasa cromosomica
que inactiva incluso
cefalosporinas de tercera

generacion (Gali, 2010).

W pELs
]
Rl ox2

C AW

10. “Pseudomonas

la especie

Figura
aeruginosa” es
patégena mas frecuente en
humanos.

Fuente: Castro (2014)

N

Figura 11. “Enterobacter
cloacae”.

Fuente: Gali (2010).
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2.2.3 Escherichia coli, importancia clinica.

Escherichia coli es un bacilo corto gramnegativo, oxidasa negativo, anaerobio
facultativo, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, coloniza el intestino del
hombre pocas horas después de su nacimiento, se considera parte de la biota
normal (Castro, 2014) pero agrupa diversas cepas que causan padecimientos
extra intestinales y otras que destacan entre los principales agentes etiologicos del
sindrome diarreico.

La frecuencia de cepas de E. coli patogénicas y no patogénicas ha mostrado una
proporcion heterogénea bajo condiciones endémicas; mientras que en los brotes
se ha encontrado un patron homogéneo debido a la extensién de las aguas
residuales en comunidades cercanas a la Ciudad de México.

En algunos estudios realizados por el INnDRE (Instituto de Referencia
Epidemiolégica) se advirti6 que EPEC (Escherichia coli Enteropatogénica) puede
causar de 17% a 19% de los casos de diarrea infantil en diversas regiones del
pais. Esto indica que, en México, uno de cada cinco nifios que enferma de diarrea
puede estar infectado por este grupo de E. coli (Hernandez et al., 2011).

Figura 12. “Escherichia coli”. Especie bacteriana mas comun
de la microbiota intestinal.
Fuente: Herndndez et al., (2011).
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3. OBJETIVOS.

3.10bjetivo General.

Determinar la actividad antibacteriana de propoleos mexicanos in vitro sobre
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa,
provenientes de muestras clinicas, para establecer las bases de un tratamiento
complementario.

3.2 Objetivos Particulares.

1. Obtener muestras de propdleos de diferentes estados de la Republica
Mexicana.

2. Evaluar las especificaciones quimicas (presencia y cuantificacion de fenoles
y flavonoides) utilizando como guia la NOM-003-SAG/GAN-2017,
Propoleos, produccion y especificaciones para su procesamiento

3. Evaluar la actividad antimicrobiana frente a las cepas de Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa Yy Escherichia coli provenientes de
muestras clinicas, utilizando como guia la NOM-003-SAG/GAN-2017.

4. Demostrar si los propoleos cumplen con los parametros establecidos en las
normas de calidad para ser utilizados como tratamiento complementario.

4. HIPOTESIS.

Dado que se ha demostrado in vitro la actividad bactericida del propéleo debido al
sinergismo de sus componentes, mediante la inhibicion de la motilidad,
desorganizacion de la membrana plasmatica, pared celular y citoplasma e
inhibicién de enzimas esenciales para la replicacion, se espera que los propéleos
mexicanos con mayor cantidad de compuestos fendlicos y flavonoides inhiban el
crecimiento de las cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa de origen clinico, ya que resulta de vital importancia un
tratamiento complementario que pueda potencializar el efecto de los antibiéticos
preescritos para el tratamiento de éstas, pues constituyen en la actualidad un
problema de salud intrahospitalario, debido al hallazgo de resistencia bacteriana a
multiples familias de antimicrobianos.
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5. JUSTIFICACION.

A nivel mundial, se ha presentado una creciente demanda de productos naturales
en el mercado, para su uso en el tratamiento de diversas etiologias, debido a los
efectos secundarios cada vez mas frecuentes de los medicamentos alopaticos
como la resistencia bacteriana. Sin embargo, no se posee la informacion
necesaria para garantizar el consumo seguro de la mayoria de los productos
naturales, por esta razon, es de vital importancia realizar numerosos estudios
respecto a éstos.

Resulta imprescindible la busqueda de alternativas para el tratamiento de
infecciones ocasionadas por organismos farmacorresistentes, presentes en
hospitales.

La efectividad antibacteriana demostrada in vitro e in vivo sobre bacterias de
importancia clinica en medicina humana y veterinaria, ha llevado a proponer al
propdleo como un tratamiento complementario para combatir las infecciones
bacterianas. Es una alternativa viable debido a la extensa gama de actividades
farmacologicas demostradas en estudios anteriores.
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6. METODOLOGIA.

6.1Diagrama experimental.

Evaluacidn antibacteriana de propoleos mexicanos contra
cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa provinientes de muestras clinicas

., Diferentes estados de la Republica Mexicana:
1. Obtencién de Extractos o )
Etandlicos de Propéleo Estado de México, Morelos e Hidalgo

2. Especificaciones quimicas Especificaciones quimicas

Determinaciones Determinaciones
cualitativas cuantitativas

] Cuantificacion de
Presencia de fenoles totales y compuestos fendlicos y

flavonoides flavonoides

Analisis estadistico

5 Efeeifie o s Actividad antimicrobiana: Difusién en agar (Kirby-Bauer)

microbioldgicas

Microtécnica de dilucidén en caldo con: Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) y Concentracidn Minima Bactericida (CMB).




6.20btencion del Extracto Etandlico de Propdleo (EEP).

Se emplearon tres muestras de extractos etandélicos de propoleo provenientes de
diferentes estados de la Republica Mexicana: Morelos, Hidalgo y Estado de
México (Toluca).

Los EEP fueron proporcionados por el Laboratorio de Bioprospeccion
Microbiolégica de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, Campo 4, de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

6.3Pruebas cualitativas.

Se realizaron dos pruebas cualitativas para determinar la presencia de fenoles
totales y flavonoides.

6.3.1 Determinacién cualitativa de fenoles totales.

La mayor parte de los fenoles dan disoluciones coloreadas (azul, verde, violeta,
entre otros). Si el color es amarillo débil (mismo que el reactivo), la reaccion se
considera negativa.

La metodologia completa para la deteccion cualitativa de compuestos fendlicos se
encuentra en el Anexo 1.

6.3.2 Determinacion cualitativa de flavonoides.

Para la deteccion de flavonoides se utiliza hidroxido de sodio (NaOH) al 20 %. Un
color amarillo intenso es caracteristico de los flavonoides.

La metodologia completa para la deteccion cualitativa de flavonoides se encuentra
en el Anexo 2.

6.4Pruebas Cuantitativas.

Se construy6é una curva de calibracion de fenoles y flavonoides utilizando una
disoluciéon estandar de acido galico y quercetina, respectivamente.

La relacion entre las concentraciones y las absorbancias de las soluciones
estandar permitié6 determinar el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides
en las muestras preparadas a una concentracion de 0.05 mg/mL, utilizando la
ecuacion de regresion correspondiente a cada prueba (NOM-003-SAG/GAN-
2017). El resultado se expreso en porcentaje (%) para ambas determinaciones.

6.4.1 Cuantificacién de compuestos fendlicos.

La concentracion de compuestos fendlicos se midié por espectrofotometria de
absorcion UV-VIS con base a una reaccion colorimétrica de o6xido-reduccion,
utilizando un agente oxidante, el reactivo de Folin-Ciocalteu.

La metodologia completa para la cuantificacibn de compuestos fendlicos se
encuentra en el Anexo 3.
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6.4.2 Cuantificacién de flavonoides.

Para la cuantificacion de flavonoides se utilizo el colorimétrico de (AICI3), y el
principio es que éste forma complejos estables de acidos con el grupo cetona en
C-4; el grupo hidroxilo en C-3 o C-5 de flavonas y flavonoles; forma complejos
labiles acidos con los grupos hidroxilo en el anillo A o B de los flavonoides.

La metodologia completa para la cuantificacién de flavonoides se encuentra en el
Anexo 4.

6.5 Prueba de sensibilidad bacteriana (Antibiograma).

Las pruebas de sensibilidad bacteriana se llevan a cabo mediante un antibiograma
gue se utiliza para medir la sensibilidad de una cepa bacteriana a uno o varios
antibidticos.

La metodologia completa de la Prueba cualitativa de difusién en agar se describe
en el Anexo 5.

6.6 Prueba de Difusion en Agar.

Es una prueba cualitativa que refleja si el propoleo a evaluar, inhibe el crecimiento
bacteriano, por medio de sensidiscos impregnados con el extracto etandlico de
propodleo que difundiré sobre la placa de agar.

La metodologia completa de la Prueba cualitativa de difusién en agar se encuentra
en el Anexo 6.

6.7Determinaciéon de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) vy
Concentracion Minima Bactericida (CMB) por el método de
microdilucion en caldo.

La concentracion a la cual existe una disminucion drastica del crecimiento
representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). La concentracion que
produce una inhibicibn completa del desarrollo del crecimiento bacteriano
representa la Concentracion Minima Bactericida (CMB); en todos los casos, esta
prueba se realiz6 por triplicado, utilizando las cepas provenientes de muestras
clinicas de Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa y Escherichia coli.

La metodologia completa de la determinacion de la CMI y CMB se encuentra en el
Anexo 7.

28




7. RESULTADOS Y ANALISIS.

El propdleo es un producto natural ampliamente utilizado por sus propiedades
biolégicas, que dada la demanda que ha adquirido en los Ultimos afios, requiere
del establecimiento de pardmetros de control de calidad para posicionarse como
un producto seguro y eficiente en el mercado nacional e internacional (Vilchis,
2016).

Posee numerosos usos en la medicina tradicional y los estudios sobre productos
naturales en México, son escasos. A la fecha, la mayor parte de estudios se han
hecho con muestras provenientes de Europa, Brasil y Cuba (Bankova et al., 2000),
sin embargo, hay pocos estudios destinados a determinar la composiciéon quimica
y las actividades farmacolégicas de los propoleos mexicanos (Valencia et al.,
2012).

Es necesario hacer mencion especial de que en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautittan, Campo 4, en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria
se encuentra el primer Laboratorio de Analisis de propoleos desde donde se
impulsé la creacion de la “NORMA Oficial Mexicana NOM-003-SAG/GAN-2017,
Propoleos, produccion y especificaciones para su procesamiento”; establecieron
de esta forma, las bases para el estudio integral de los propdleos mexicanos.

Las caracteristicas de la zona donde el propoleo fue recolectado resultan
determinante para la caracterizacion integral del propdleo. Gran parte de la flora
circundante a la colmena es utilizada por la colonia como fuente de metabolitos
secundarios que integran la composicion quimica del propéleo que se produce en
cada zona, de manera particular:

- En el Estado de México, el tipo de vegetacion consiste en bosques de pino,
de encino, de oyamel, bosques mesofilos de montafia, matorrales xerofitos, selva
baja caducifolia, pastizales naturales y pastizales de alta montafa.

- En el estado de Hidalgo, existe una amplia variedad de vegetacion por los
diferentes climas y altitudes que se presentan en la entidad. Predominan los
bosques humedos de montafia y los bosques de coniferas y encinos, seguidos de
pastizales y matorrales. Las selvas perennifolias se sitian principalmente al norte
y noreste del estado. También existen pastizales cuya distribucion se concentra en
el centro y de manera mas dispersa en el occidente y en el sur (SMA, 2008).

- El estado de Morelos posee una gran diversidad ambiental, la cual ha dado
lugar al establecimiento de siete tipos de vegetacion: bosque de coniferas, bosque
de Quercus, bosque mesofilo de montafia, bosque tropical caducifolio, pastizal,
zacatonal, bosque de galeria y vegetaciéon acuatica (CONABIO y UAEM, 2004).

La flora de los sitios de donde provienen los extractos analizados es sumamente
heterogénea, por lo que no se pueden establecer parametros especificos para
realizar caracterizaciones fisicas o quimicas puntuales.
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El mayor problema que existe actualmente, a pesar de contar con diversos
avances tecnologicos que permiten conocer la composicion quimica de los
propoleos, es la variabilidad de la misma, dependiendo del sitio y método de
colecta, de los diferentes ecosistemas, del tipo de abeja y de sus fuentes
botanicas (Papotti et al., 2012).

7.1Pruebas cualitativas.

El conocimiento de la composicion quimica de los propéleos es de vital
importancia para correlacionarla con las actividades biolégicas que aportan los
mismos. Por otra parte, permite controlar la calidad de las formas farmacéuticas
desde un punto de vista quimico y determinar las dosis efectivas en las mismas
(Palacios y Pérez, 2016).

Dentro de la gran cantidad de componentes que presenta el propdleo, se ha
identificado por métodos cromatograficos que la mayor proporcion la ocupan los
fenoles y flavonoides, por lo que se propuso que la presencia y concentracion de
estos dos grupos de compuestos, serian un parametro conveniente a analizar para
determinar la calidad de los propdleos como lo establece la NOM-003-SAG/GAN-
2017 (Vilchis, 2016). Cambiar de lugar

Se realizo la determinacion cualitativa y cuantitativa de fenoles y flavonoides con
la finalidad de realizar la comparacion con los valores establecidos por la norma.

7.1.1 Determinacion cualitativa de fenoles totales.

Para revelar la presencia de compuestos fendlicos se utilizd una solucion de
cloruro férrico (FeCls). Los fenoles dan diferentes coloraciones debido a la
formacion de diferentes complejos de coordinacion con el hierro.

Existen otros complejos que también dan coloracion con este reactivo como los
acidos hidroxamicos y los enoles. Ocasionalmente, el color dado por un fenol con
el reactivo puede servir de ayuda para la determinacion de la estructura quimica.
La pirocatequina y otros o- hidroxi derivados del benceno, dan coloraciones
verdes. El &cido salicilico da un color rojo intenso; muchos o-hidroxibenzaldehidos
y cetonas dan colores que van del rojo al parpura, mas intensos que los fenoles
sencillos (Geissman, 1974).
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Se observan tonalidades marrén a negro
que evidencian la presencia de
: ’ compuestos fenodlicos en los tres
ESTADODE NN  nmaco i~\ propdleos evaluados. La intensidad es

| proporcional a la cantidad de fenoles en
la muestra.

- - - No hay diferencia notable entre los tres
extractos (Figura 13).

Figura 13. Prueba cualitativa de fenoles totales.

MORELOS

7.1.2 Determinacién cualitativa de flavonoides.

Respecto a la presencia de flavonoides, se utiliz6 como prueba cualitativa el
ensayo con hidroxido de sodio (NaOH) el cual reacciona con los flavonoides y las
flavonas dando soluciones amarillas y anaranjadas principalmente. Los
compuestos que tienen -OH adyacentes tanto en el anillo A como en el B, se
descomponen dando color amarillo a rojo.

Se observa una tonalidad amarillo
claro y brillante en el propdleo de
Hidalgo. Los propdleos de Toluca y
Morelos presentaron una coloracion
MIDALGO FMEXICO ‘ amarilla/naranja opaca. Se evidencia
o . - la presencia de flavonoides en los
' ‘ g tres propdéleos. El extracto de
Hidalgo presentdé una coloracion
mas intensa respecto a los extractos
. de Toluca y Morelos (Figura 14).

Figura 14. Prueba cualitativa de flavonoides.

7.2Pruebas cuantitativas.

7.2.1 Cuantificacion de compuestos fendlicos.

Se realiz6 la determinacion cuantitativa de fenoles por el método de Folin-
Ciocalteu; los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo que contiene
tungstofosfato y molibdofosfato a pH béasico, dando lugar a un complejo de
coloracion azul.

Se muestran en la tabla 5 los valores obtenidos comparados con los establecidos
en la NOM-003-SAG/GAN-2017.
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Porcentaje (%)

Tabla 5. Cuantificacion de compuestos fendlicos.

Propéleo % valor d?
referencia
Estado de México 6.8
Morelos 43.9 5%
Hidalgo 54.1

Los tres extractos evaluados sobrepasan el 5% establecido por la Norma como
minimo para que el extracto tenga actividad bioldgica. El extracto de Hidalgo
present6 la concentracion més alta de fenoles con respecto a los extractos de
Morelos y Estado de México, lo cual puede deberse al tipo de vegetacion
circundante a las colmenas.

Compuestos fendlicos

404

204

Grafico 1. Determinacién cuantitativa de
compuestos fendlicos.

7.2.2 Cuantificaciéon de flavonoides.

La determinacion cuantitativa de flavonoides se realizo utilizando una disolucion
de tricloruro de aluminio (AICIs). En principio de este método se basa en la
reaccion del reactivo con los flavonoides en medio alcalino formando un complejo
de color amarillo. El aluminio forma quelatos con flavonoides o-dihidroxilados, 3-
hidroxilados y 5-hidroxilados.

En la tabla 6 se muestran los valores obtenidos comparados con los establecidos
en la NOM-003-SAG/GAN-2017.

32




Tabla 6. Cuantificacion de flavonoides en extractos etandlicos.

Propéleo

Estado de México
Morelos
Hidalgo

% Valor de
referencia
0.97
2.18 0.5 %
3.05

Los tres extractos presentaron un porcentaje mayor de contenido de flavonoides
con respecto a los establecidos en la Norma como minimo. El extracto de Hidalgo
presentd mayor porcentaje, resultado que se relaciona con el contenido de

compuestos fendlicos.

Flavonoides

Porcentaje (%)

ol i 2
o i ]
& & »®

b@
o
@b

Grafico 2. Determinacién cuantitativa de
flavonoides.

Las propiedades antimicrobianas del propoleo han sido estudiadas desde finales
de la década de los cuarenta. En ensayos in vitro se ha demostrado que los
extractos de propdleos son activos frente a numerosos microorganismos, siendo
mas eficaces en un gran numero de bacterias Gram positivas, pero con limitada
actividad sobre Gram negativas (Marcucci et al., 2001; Choi et al., 2006).
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7.3Prueba de Sensibilidad Bacteriana (Antibiograma).

Se realizé la prueba de Sensibilidad Bacteriana (Antibiograma) a cinco cepas
provenientes de muestras clinicas, a las que se someti6 de manera previa una
“Identificacion microbiana mediante el Sistema VITEK 2”, obteniendo un nivel de
confianza de “Identificacion excelente” para las siguientes bacterias:

e Tres cepas de Staphylococcus aureus (identificadas en adelante como 1, 2
y3)

e Una cepa de Pseudomonas aeruginosa

e Una cepa de Escherichia coli

Los resultados obtenidos del Sistema VITEK 2, se encuentran en los Anexos 8, 9,
10, 11y 12.

Posteriormente, se realizé un Antibiograma a cada cepa previamente identificada,
con “Multidiscos Combinados: 71080380 de papel filtro para el estudio in vitro de
sensibilidad bacteriana BIO-RAD”, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 7. Prueba de Sensibilidad Bacteriana (Antibiograma).

ANTIBIOGRAMA
S. aureus (1) | S. aureus (2) | S. aureus (3)

P. aeruginosa E. coli

Ampicilina ‘

Amikacina
Cefalotina S (19 mm ‘

Ceftriaxona

Cloranfenicol ‘

Dicloxacilina ‘

Enoxacina | s@omm) |

Eritromicina ‘

Gentamicina |
Netilmicina

Penicilina
Trimetoprim /
Sulfametoxazol S (21 mm) S (25 mm) S (17 mm)

Y Resistente [ Intermedio | [ Sensible ]
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Se evidencia la resistencia de las cinco cepas de bacterias evaluadas, con
respecto a los 12 antibioticos a los que fueron expuestas.

Los halos de inhibicion para determinar la sensibilidad fueron comparados con el
inserto de los multidiscos utilizados, el cual puede consultarse en el Anexo 13.

Figura 15. Resultados de Prueba de Sensibilidad
bacteriana para cepa de Staphylococcus aureus (1).

Figura 16. Resultados de Prueba de Sensibilidad
bacteriana para cepa de Staphylococcus aureus (2).

Figura 17. Resultados de Prueba de Sensibilidad
bacteriana para cepa de Staphylococcus aureus (3).
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Figura 18. Resultados de Prueba de Sensibilidad
‘ bacteriana para cepa de Pseudomonas aeruginosa.

Figura 19. Resultados de Prueba de Sensibilidad
bacteriana para cepa de Escherichia coli.

La mayoria de los problemas de resistencia en los hospitales modernos se
concentran en un namero limitado de especies bacterianas, que se han agrupado
bajo el acronimo de los patégenos "ESKAPE". Los datos mas recientes
disponibles de la Red Nacional de Seguridad Sanitaria indican que los patégenos
ESKAPE estan involucrados aproximadamente en el 40 % de las infecciones de
pacientes en las unidades de cuidados intensivos (Rice, 2010).

Cuatro de las cinco cepas evaluadas pertenecen al grupo “ESKAPE”
(Staphylococcus aureus 1, 2, 3 y Pseudomonas aeruginosa), en términos muy
generales, hablando sélo del género y especie a la que corresponden, pues se
requiere de una evaluacion mas compleja para poder situarlas dentro del grupo en
cuestion, pues las cepas deben encontrarse dentro de los patrones de resistencia
establecidos.

Por ello, grupos internacionales como el European Centre for Disease Prevention
Control (ECDC) y el Center for Disease Control and Prevention (CDC) se unieron
para crear una terminologia internacional estandarizada, con la cual describir los
perfiles de resistencia adquiridos.

Los patrones fueron construidos para cada bacteria. Las listas de categorias
antimicrobianas propuestas para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se
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crearon utilizando documentos y puntos de corte del Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI), del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) y de la United States Food and Drug Administration (FDA).

La MDR (Multiple Drug Resistance) se define como la ausencia de sensibilidad a,
por lo menos, un farmaco en tres o mas de las categorias de antibidticos.

La XDR (Extensive Drug Resistance) se refiere a la ausencia de sensibilidad a, por
lo menos, un agente en todas las categorias excepto en dos de ellas o0 menos.

La PDR (Pandrug Resistant) habla de la resistencia a todos los agentes
antimicrobianos, resistencia a todos los agentes antimicrobianos comerciales o
resistencia a todos los agentes antimicrobianos probados rutinariamente
(Magiorakos et al., 2011).
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Se muestran en la tabla 11, los aislamientos evaluados segun la clasificacion

anterior.

Tabla 8. Clasificacién de cepas aisladas. Perfil de Resistencia.
Resistencia
(Antibidtico/Familia)

Cepa

Staphylococcus aureus (1)

Staphylococcus aureus (2)

Staphylococcus aureus (3)

Pseudomonas aeruginosa

Ampicilina
Penicilina
Dicloxacilina**
Cefalotina
Ceftriaxona
Cloranfenicol
Gentamicina
Enoxacina
Eritromicina
Ampicilina
Penicilina
Dicloxacilina**
Eritromicina
Ampicilina
Penicilina
Dicloxacilina**
Cefalotina
Ceftriaxona
Cloranfenicol
Enoxacina
Gentamicina
Ampicilina
Penicilina
Dicloxacilina**
Cefalotina
Cloranfenicol
Eritromicina
Gentamicina
Trimetoprim /
Sulfametoxazol

Penicilinas

Penicilina resistente

a penicilinasa**

Cefalosporinas
Fenicoles

Aminoglucésidos

Fluoroquinonas
Macrélidos
Penicilinas

Penicilina resistente

a penicilinasa**
Macroélidos
Penicilinas

Penicilina resistente

a penicilinasa**
Cefalosporinas

Fenicoles
Fluoroquinonas

Aminoglucésidos

Penicilinas

Penicilina resistente

a penicilinasa**
Cefalosporinas
Fenicoles
Macrolidos

Aminoglucésidos
Inhibidores de la via

del folato

Clasificacion

MDR

MDR

MDR

**Existen hojas de trabajo establecidas para categorizar a las posibles bacterias
ESKAPE, en las que se especifican los antibidticos a los que deben enfrentarse
los aislamientos para poder realizar la clasificacion adecuada. Debido al material
al gue se tuvo acceso (numero de antibioticos) durante la experimentacion de este
proyecto, la clasificacion sélo es una mera aproximacion de la clasificacion
definitiva (Magiorakos et al., 2011).
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7.4Prueba de difusion en agar.

Se determind la efectividad de los EEP como inhibidores del crecimiento de las
cepas evaluadas por el método de difusiébn en Agar. Este método esta basado en
el estudio de la sensibilidad de las bacterias a un antibacteriano, en funcién del
halo de inhibicion producido por la difusion del mismo en un medio de cultivo
solido.

La cepa Staphylococcus aureus (2), fue la Unica
gue demostré sensibilidad a los extractos
etanodlicos de Hidalgo y Morelos con la presencia
de halos de inhibicion de 6 y 7 mm en promedio,
respectivamente. Estos resultados se relacionan
con la cantidad de fenoles y flavonoides
determinados en las pruebas cualitativas y
cuantitativas realizadas, en las que los EEP tanto
de Morelos como de Hidalgo cuentan con mayor
concentracion de flavonoides, a los que,
principalmente, se les atribuye Ila actividad
antibacteriana.

Staphylococcus aureus (2)
EEP [16 mg]

Figura 20. Prueba de difusiéon en agar, Staphylococcus
aureus (2)

La actividad antimicrobiana es una de las propiedades fundamentales constatadas
en los propdleos, lo cual se puede constatar por la existencia de multiples estudios
bacterioldgicos in vivo e in vitro de ellos, donde se ha confirmado su accion
bacteriostatica y bactericida que involucra la inhibicion de acidos nucleicos y
degradacion de la membrana citoplasmatica principalmente debido a los
flavonoides: acacetina, apigenina, crisina, galangina, kaempferol, naringenina,
pinobanksina, pinocembrina y quercetina (Vargas et al., 2014).

Mirzoeva et al., (1997), demostraron que quercetina y naringenina incrementan la
permeabilidad y disipan el potencial de la membrana bacteriana (fuerza motriz de
protones) disminuyendo la resistencia bacteriana a los antibidticos. Estos
flavonoides también impidieron la motilidad bacteriana, factor importante en la
virulencia.

Posteriormente, Takaisi evalud, mediante micro calorimetria y microscopia
electronica el modo de accion antibacteriano del propdleo y encontraron que
pinocembrina, galangina y CAPE causan bacteridlisis parcial, previniendo la
division celular, desorganizando el citoplasma y la pared e inhiben la sintesis de
proteinas y la ARN polimerasa.

El acido cinamico y algunos flavonoides son los responsables de desacoplar la
transduccion de energia de la membrana plasmatica inhibiendo la motilidad
bacteriana. Asi mismo, se ha determinado que el propdleo desorganiza la
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membrana citoplasmatica, la pared celular y el citoplasma provocando una
bacteridlisis parcial acompafiado de inhibicién en la sintesis de proteinas. En lo
gue se refiere a la galangina se sabe que provoca un incremento considerable en
la pérdida de potasio lo cual se atribuye al dafio ocasionado directamente en la
membrana citoplasméatica o bien, podria llevarse a cabo un dafio indirecto por un
debilitamiento de la pared celular y una lisis como consecuencia de un choque
osmotico. Se ha determinado que la quercetina inhibe la ADN girasa de manera
parcial (Gutiérrez, 2011).

7.5Determinacion de la CMly CMB.

Con este método se evalla cuantitativamente la actividad antibacteriana de los
extractos etanolicos.

La concentracion a la cual existe una disminucion drastica del crecimiento
representa la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), mientras que la
concentracion que produce una inhibicion completa del desarrollo representa la
Concentracion Minima Bactericida (CMB).

Se realizaron diluciones dobles a lo largo de los 12 pozos de la micro placa estéril,
trabajando en un intervalo de concentraciones de 0.003 mg/mL a 8 mg/mL de
extracto etandlico de propdleo, colocando un indculo de la cepa en cada pozo y
posteriormente utilizando sales de tetrazolio para medir la actividad respiratoria.

El cloruro de 2,3,5- trifeniltetrazolio es un indicador redox utilizado cominmente en
experimentos bioquimicos para indicar especialmente la respiracion celular. El
compuesto blanco es reducido enzimaticamente a 1,3,5- trifenilformazan, o
simplemente formazan, de color rojo, debido a la actividad de varias
deshidrogenasas, enzimas involucradas en la oxidacion de compuestos organicos
y asi, del metabolismo celular.

5

f/\
Donador de electrones (NADH)

p—N HN._
hﬁ‘::u \ \_) succinato deshidrogenasa

2.3.5- wrifenilietrazolio (Blanco) 1.3.5- trifeniformazan (Rojo)

Figura 21. Reaccién de reduccion de una sal de tetrazolio.
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La prueba se realizé para los tres extractos etanodlicos, utilizando Unicamente la
cepa Staphylococcus aureus (2), pues fue la Unica en la que se evidencié
actividad antimicrobiana en la prueba cualitativa de Difusion en agar. La prueba
fue realizada por duplicado, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 9. Efecto de los extractos de propodleo frente a la cepa de Staphylococcus aureus (2),
por la técnica de microdilucién en caldo.

Staphylococcus aureus (2)

CMI (mg/mL) CMB (mg/mL)
EEP Morelos 0.062 0.125
EEP Hidalgo 0.031 0.062
EEP Estado de México Sin actividad Sin actividad

En la Figura 20, se muestra la CMI de los extractos de Hidalgo y Morelos. Esta se
determind por la aparicién del color rojo caracteristico del formazan que evidencia
la reduccion del cloruro de tetrazolio y por lo tanto, la presencia de metabolismo
celular (presencia de células bacterianas). Un extracto vegetal es activo si su CMI
es menor a 1.0 mg/mL cuando se utiliza el método de microdilucién en placa (Rios
et al.,1998). El extracto etandlico de Morelos tuvo una CMI de 0.062 mg/mL vy el
extracto etandlico de Hidalgo de 0.031 mg/mL, por lo que la mayor actividad
antibacteriana la presenta el EEP de Hidalgo. EI EEP de Estado de México, no
presenta actividad antibacteriana, pues el color rojo del formazan, se encuentra a
todas las concentraciones evaluadas, concordando con la prueba cualitativa de
Difusién en agar, en la cual no hubo inhibicién.

Figura 22. Determinacién de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), por microtécnica de
dilucion en caldo.
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En la Figura 22, se muestra la CMB, donde el pocillo de la microplaca no presenta
cambio en la coloracién que indica que no hay reduccién del reactivo, por la
ausencia del microorganismo. EI EEP de Morelos tuvo una CMB de 0.125 mg/mL
y el EEP de Hidalgo de 0.062 mg/mL, siendo este ultimo el de mayor actividad
antibacteriana, pues requirié una concentraciébn menor.

' EEP Morelos

N .t.
e - f" a
)

@' EEP Hidalgo |

4. 4

Figura 23. Determinacién de Concentracion Minima Bactericida (CMB), por microtécnica de
dilucién en caldo.
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Por dltimo y para evidenciar las CMI y CMB de cada prueba, se tomo un inéculo
de proveniente de la microplaca, de cada EEP y se realiz6 sembrado masivo en
agar Mueller Hinton. Se incubd durante 24 horas y se obtuvieron los siguientes
resultados:

EEP Morelos

Figura 24. CMI [0.031 mg/mL] EEP Morelos Figura 25. CMB [0.062 mg/mL] EEP Morelos
42 UFC 5 UFC

EEP Hidalgo

CMB

Figura 26. CMI [0.062 mg/mL] EEP Morelos
6 UFC Sin crecimiento

UFC** Unidades Formadoras de Colonias
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8 CONCLUSIONES.

1. Se realizaron determinaciones cualitativas y cuantitativas para compuestos
fendlicos y flavonoides, metabolitos bioactivos de las muestras provenientes
de: Estado de México, Morelos e Hidalgo, con base en la NOM-003-
SAG/GAN-2017.

2. Se demostré que los EEP que reportaron concentraciones de compuestos
fendlicos y flavonoides altas, cuentan con mayor efectividad antibacteriana
con respecto a los que cuentan con concentraciones bajas.

3. Los EEP de Hidalgo y Morelos, demostraron las caracteristicas necesarias
para ser catalogados como propoleos 6ptimos para ser utilizados como
antimicrobianos complementarios.

4. El EEP de Estado de México, presentd concentraciones de fenoles y
flavonoides mayores a las minimas establecidas por la NOM, sin embargo,
su actividad antibacteriana fue baja.
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9 PERSPECTIVAS.

El propdleo es una mezcla por demas compleja, en donde se encuentran
involucrados distintos factores como tipo de abeja, vegetacion circundante del
apiario, época del afio en la que se realiza la recoleccion de los propoéleos, tipo de
técnica para la recoleccién, transporte y almacenamiento del propéleo en grefia,
tipo de técnica para la obtencién de subproductos como tinturas o extractos, entre
otros, que estan relacionados directamente con la calidad del mismo. Las
variables son abundantes y a veces no es factible controlarlas todas, aunque se
debe hacer lo necesario para contar con la mayor informacién posible para cada
propoleo, con el fin de poder emitir informacion viable después de la evaluacion de
cada uno.

Es importante hacer mencion que, aunque se conoce el afio de recoleccion de los
propdleos utilizados para la realizacion de los extractos en este proyecto (2016),
no se contaba con la época del afio exacta de la misma, ni de la ubicacion
geografica concreta de los apiarios, lo que resulta determinante para enriquecer
esta investigacion con datos mas exactos acerca de cada propdleo, de la
vegetacion posiblemente utilizada por las abejas y de los posibles metabolitos
secundarios predominantes en los extractos.

Como perspectivas del proyecto, con el estudio quimico de los propoleos de una
forma integral en donde intervenga siempre una caracterizacion cromatografica
para detectar los flavonoides que forman parte de los extractos, asi como la
cantidad de los mismos, lo que nos puede dar una vision mas amplia de qué tipo
de actividad biolégica nos ofrece cada propéleo.

En este proyecto, se hizo evidente la farmacorresistencia de las cepas bacterianas
con las que se trabajo, es importante, de primera instancia evaluar la naturaleza
de los aislamientos y para esto se debera enfocar las pruebas antimicrobianas a
pruebas in vitro con bacterias provenientes de muestras clinicas, de las que se
cuente con informacion completa acerca de la naturaleza de la misma como: tipo
de muestra de la que se realiza el aislamiento bacteriano e historial del paciente
(la edad, estudios realizados y resultados de los mismos, si padece o no
afecciones cronicas, farmacos administrados si es que se encuentra bajo
tratamiento y tiempo del mismo, etc), esto con el fin de establecer bases de datos
gue nos permitan conocer en qué estadios de las infecciones o en qué tipo de
infecciones es viable utilizar extractos de propdleos que potencialicen el efecto de
los antimicrobianos.
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10. ANEXOS.

ANEXO 1. DETERMINACION CUALITATIVA DE FENOLES TOTALES.

% Para propdleo en grefia o extracto etandlico:
o Se tomaron 20 mg de cada muestra, se adiciond 1 mL de etanol al
70% y se mezcld en un agitador vértex.

o Se agregd una gota de la solucién de Cloruro férrico (FeCls) al 1%y
se observo el desarrollo de color.

Técnica extraida de la NOM-003-SAG/GAN-2017

ANEXO 2. DETERMINACION CUALITATIVA DE FLAVONOIDES.

o Parapropodleo en grefia o extracto etandlico:
o Se tomaron 20 mg de cada muestra, se adicion6 1 mL de etanol al
70% y se mezcl6 en un agitador vortex.

o Se afadio una gota de NaOH al 20% y se observo el desarrollo de
color.

Técnica extraida de la NOM-003-SAG/GAN-2017
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ANEXO 3. CUANTIFICACION DE COMPUESTOS FENOLICOS.

Reaccion del acido galico para la cuantificacion de fenoles totales.

COOH co0™
Nal,CO3
—_—i
H OH HO OH
CH OH

cCoo Coo™
+2MaBt +2 Mooyt
OH 0 OH

0

Figura 28. Reaccién de 6xido-reduccién del &cido galico

OH

o Preparacion de la curva de calibracion.

A partir de una solucion estandar de acido galico de 0.2 mg/mL, se preparé una
curva de calibracion como se indica en la tabla:

Tabla 10. Preparacién de la curva de calibracién para la cuantificacibn de compuestos
fenolicos
Estdndar 1 Estadndar 2 Estandar 3 Estadndar 4 Estandar 5 Estandar 6

Estandar
acido gélico 31.25 62.5 125 250 500 1000

(bL)
Diluyente
agua destilada 968.5 937.5 875 750 500 --

(ML)
Concentraciéon
final 0.00625 0.0125 0.025 0.05 0.1 0.2
(mg /mL)
Volumen final 1mL 1mL 1mL 1 mL 1mL 1mL

Al tener los sistemas anteriores preparados se realizo lo siguiente:

o Se afadieron a cada sistema 6 mL de agua destilada.
o Se adicionaron 500 L de reactivo de Folin-Ciocalteu y se dejo reaccionar
por 5 minutos.
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o Se adicionaron 1.5 mL de carbonato de sodio (NaCOs3) de concentracion
200 mg/mL y se afor6 a 10 mL con agua destilada.

o Se dejé reaccionar por 2 horas a temperatura ambiente y se leyeron las
absorbancias de cada sistema a una longitud de onda de 760 nm.

o Para cada muestra de propdleo, se prepar6 una concentracion de 0.2
mg/mL y se siguio el método descrito.

- ! L
= 4 . -

4

4 - &
— B
= = ¥ s - & B P s X .
Esténdar 1 Estandar 2 Estindar 3 Estindar 4 W Estandar 6

1 .

v

Figura 29. Sistemas para la elaboraciéon de la curva de acido galico.

o Célculos

Se grafico la concentracion de acido galico contra la absorbancia, para obtener la
curva patron.

Compuestos fendlicos

1.2
1 9
€
£08
(18]
G
5 06 ° y = 5.0166x + 0.0316
B R?=0.9947
2 04
o)
< Ca
0.2 o
.""
o L9
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25

Acido galico (mg/mL)

Figura 30. Curva para la cuantificacién de compuestos fendlicos.
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Se interpol6 la lectura de absorbancia de cada muestra en la curva de
calibracion

Los resultados se calcularon de acuerdo a la siguiente férmula y se
reportaron en porcentaje:

[Concentracién obtenida (%)] * 100%

mg
02 -7

Técnica extraida de la NOM-003-SAG/GAN-2017
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ANEXO 4. CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES.

Reaccién de quercetina con el tricloruro de aluminio

HO

2 Y | N
= - - > O\ /O » Llf) I':l:
S

g \”/ AKX, (exe.) ,Al’: HOl \A/

H d @ 4 Ya

7 Il J S
g ,. ]

N ~ T N J’ 2
J‘\ J |~?£f xn\/ \‘T' - ':f’f_“-‘__ N ‘“-.d;f:
| f/x\“l_], ““—:’{f = ~ H\[,/'r I:-b AlJ[-. II

Figura 31. Reaccion de quelacién del ion AlI®* con la quercetina.

o Preparacion de la curva de calibracion.

A partir de la solucién estandar de quercetina de 1 mg/mL, se tomaron las
alicuotas correspondientes para obtener las concentraciones que se muestran a

continuacion.

Tabla 11. Preparacién de la curva de calibracién para cuantificacion de flavonoides.

Stock de
Concentracion quercetina MeOH (uL) Volumen
(ug/mL) (uL) final
1 3 2997 3mL
2 6 2994 3mL
3 9 2991 3mL
4 12 2988 3mL
5 15 2985 3mL
6 18 2982 3mL
7 21 2979 3mL
8 24 2976 3mL
9 27 2973 3mL
10 30 2970 3mL
20 60 2940 3mL
40 120 2880 3mL
50 150 2850 3mL

Al tener los sistemas anteriores preparados, se realizo lo siguiente:
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o Se adicionaron a cada tubo 3 mL de AICIz al 2%
o Se dejo reaccionar durante 10 minutos y se determind su absorbancia a
una longitud de onda de 415 nm.

o Caélculos.

Se grafico la concentracion de quercetina contra la absorbancia para obtener la
curva patron.

Flavonoides

o =R
0 Rk NP o 0N

Absorbancia (nm)
o
[e)]

y=0.037x - 0.025
R?=0.9982

©c o
o i b

0 10 20 30 40 50 60
Quercetina (ug/mL)

Figura 32. Curva para cuantificacion de flavonoides.

o Se interpol6 la lectura de absorbancia de cada muestra en la curva de

calibracion.
o Los resultados se calcularon de acuerdo a la siguiente férmula y se

reportaron en porcentaje:

[Concentracién obtenida (%)] *100%
0.05mg/mL

Técnica extraida de la NOM-003-SAG/GAN-2017
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ANEXO 5. PRUEBA DE SENSIBILIDAD BACTERIANA (ANTIBIOGRAMA).
+»+ Discos de antibi6ticos.

Se utilizaron Multidiscos Combinados: 71080380 de papel filtro para el estudio in
vitro de sensibilidad bacteriana BIO-RAD”

R

% Preparacion de reactivos.

Estandar No.0.5 de MacFarland: se afiadieron 500 uL de sulfato de bario (BaSO.,)
y se afor6 a 100 mL de H>SO4 al 0.36 N.

Solucién Salina Fisioldgica 0.85 %: pesar 4.25 g de Cloruro de Sodio (NacCl), se
disolvié en 500 mL de agua destilada.

«+ Medio de cultivo.

Agar Mueller-Hinton (MH). Se prepar6 de acuerdo a las especificaciones del
proveedor.

R

% Preparacién de la prueba.
Método de suspension directa de colonias o Kirby-Bauer modificado:

o Se colocaron entre 4 y 5 mL de agua destilada estéril en un tubo de ensayo

o Se tomaron con un asa bacteriologica tres o cuatro colonias
morfologicamente similares (partiendo de una muestra clinica siempre se
debe realizar un cultivo puro para poder comenzar el estudio de la
sensibilidad antibidtica) y se suspendié en el tubo hasta alcanzar una
turbidez comparable a la solucion de McFarland 0.5

o Se introdujo el hisopo estéril en el in6culo bacteriano preparado, de manera
de embeberlo completamente

o Se sembré la placa de MH de manera de obtener un crecimiento
confluente, para lo cual se estria con el hisopo en forma paralela,
abarcando toda la superficie de la misma. Se repitio el procedimiento
rotando la placa 60° en dos oportunidades mas

o Se colocaron los discos con pinza estéril

Se incubd de 35°C a 37°C

o Después del tiempo de incubacion, con un Vernier, se midio el diametro de
los halos de inhibicion

o La presencia de un halo de inhibicidn indica actividad antibacteriana y se
reporto el didmetro de los halos de inhibicion (en mm)

o La ausencia de halo de inhibicion indic6 que no existe actividad
antibacteriana

O

Técnica extraida de Taroco, R., Seija, V., R. Vignoli (2006). “Temas de Bacteriologia y Virologia
Médica” Universidad de la Republica. Facultad de Medicina. Departamento de Bacteriologia 'y
Virologia Instituto de Higiene. P4g. 663-671.
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ANEXO 6. PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR.
% Preparacion de sensidiscos.

Se emplearon discos de papel Whatman No. 5, de 5 mm de didmetro (previamente
esterilizados).

Los discos se impregnaron con 10 yL de la solucion de EEP (160 mg/100 uL) para
gue tuvieran una cantidad de 16 mg de EEP y se dejaron secar a temperatura
ambiente por 24 horas

R

% Preparacion de reactivos.

Estandar No.0.5 de MacFarland: se afiadieron 500 uL de sulfato de bario (BaSO.)
y aforar a 100 mL de H>SO4 al 0.36 N.

Solucion Salina Fisiologica 0.85%: pesar 4.25g de Cloruro de Sodio (NacCl),
disolver en 500 mL de agua destilada.

Etanol al 70 %: Se midieron 72.9 mL de alcohol etilico al 96 % y se aforaron a 100
mL con agua destilada.

Solucion azul metileno (5 mg/mL): Se pesaron 25 mg de azul metileno y se
disolvieron en 5 mL de agua destilada.

% Medios de Cultivo.
Para conservacion y preparacion del inoculo:

Caldo Mueller-Hinton (MH). Se preparé de acuerdo a las especificaciones
del proveedor.

Para el método de difusion en agar:

Agar Mueller-Hinton (MH). Se preparo de acuerdo a las especificaciones del
proveedor.

Preparacion de testigos:

Testigo negativo: se emplearon discos impregnados con 10 L de etanol al 70%.
% Preparacién de la prueba.

Preparacion de la suspension de microorganismos:

o Se tomo una asada de las colonias sembradas del microorganismo y se
sumergieron en 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MH)

o Se enjuago bien en el liquido y se retird el asa

o El tubo de cultivo se incub6 a 35°C/18 o 24 horas
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o Se ajusto la densidad del inéculo de acuerdo al tubo 0.5 del Nefelémetro de
MacFarland (aproximadamente 1.5X108 UFC/mL) con SSF al 0.85%

Inoculacién del microorganismo

o A partir del inéculo con una concentracion de 1-5 x 108 UFC/ mL, se realizé,
con un hisopo estéril, un sembrado masivo sobre las placas de agar MH
suplementado.

o Con ayuda de una aguja estéril, se colocaron los sensidiscos impregnados
de la muestra de los propoéleos, procurando dejarlos en el centro de la caja.

o En caso de que se evalien mas de una muestra de propéleo en la misma
caja, se recomienda dejar al menos 1.5 cm de distancia entre cada
sensidisco y el borde de la caja.

o Seincub6 a 35°C/ 24 horas.

o Después del tiempo de incubacion, con un Vernier, se midi6 el diametro de
los halos de inhibicion.

o La presencia de un halo de inhibicidon indico actividad antibacteriana y se
reporto el diametro de los halos de inhibicion (en mm).

o La ausencia de halo de inhibicion indicO que no existe actividad
antibacteriana.

Técnica extraida de la NOM-003-SAG/GAN-2017
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ANEXO 7. Microdilucion en caldo para CMly CMB.

7
L X4

Preparacién de reactivos.

Estandar No.0.5 de MacFarland: se afiadieron 500 uL de sulfato de bario (BaSO.,)
y se afor6 a 100 mL de H>SO4 al 0.36 N.

Azul de Tetrazolio (TTC) 0.08%: Se pesaron 0.08 g y se disolvieron en 100 mL de
agua destilada.

7
L X4

Preparacién de la suspension.

Se realiz6 la identificacién previa de las cepas mediante el sistema VITEK 2, antes
de preparar la suspension.

@)
@)
@)

Se tomé una asada de la colonia sembrada previamente en MH.

El tubo de cultivo se incubé a 35°C/24 horas.

Pasado ese tiempo, se prepard la suspension a una concentracion de
aproximadamente 1.5X108 UFC/mL, equivalente en turbidez al estandar No.
0.5 de MacFarland

Stock de extracto etandlico de propéleo.

Se pesaron 32 mg de EEP y se disolvieron en 1 mL de etanol al 70% para
obtener una concentracion de 32 mg/mL

Preparacion de la microplaca.

Se utiliz6 una placa de ELISA de 96 pocillos

Se afadieron 50 uL de caldo MH

En lafila A, Cy E se colocaron las muestras de los tres EEP a evaluar y las
filas G y H se utilizaron para los testigos.

Se afadieron 50 L de la solucion A 'y fueron colocados en el pocillo A:1

Se tomaron 50 uL del pocillo A:1 y se transfirid dicho volumen a la siguiente
columna (B:1) y asi sucesivamente hasta que se llegdé a la columna 12
donde se desecharon los ultimos 50 uL, con el objetivo de realizar
diluciones dobles.

55
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Figura 33. Microplaca de ELISA de 96 pocillos. Técnica de diluciones dobles para
determinacién de CMIly CMB.

o Se afadieron 50uL de la suspension bacteriana en todos los pocillos
utilizados.
o Se sello con papel parafilm y se incubo6 a 37°C por 24 horas

% Célculo de las concentraciones de EEP en la microplaca.

En la metodologia anterior se realizé una serie de disoluciones en cada pocillo
para obtener una concentracion final.

La primera de ellas, fue al agregar 50 uL de la Solucién A (EEP de concentracion
[32 mg/mL]) a 50 uL de caldo MH, obteniendo un volumen final de 100 L

El calculo de la concentracion es el siguiente:

32mg ) ( 1000 pL de disol. ) 16 mg

50uL EEP ( =
(50u ) 1000 pL 100 pL de disol. 1000 pL

Tras la primera dilucién, el pocillo tiene una concentracién de 16 mg/mL

Con el fin de realizar diluciones dobles, 50 pyL del pocillo A:1 se transfirieron al
pocillo A:2, conservando en él, un volumen de 50 uL a los cuales se le adicionaron
50 L de suspension bacteriana de forma que

16 mg ) (1000 ulL de disol.) _ 8myg

50 uL EEP ( =
(504 ) 1000 puL/ \ 100 uL de disol. 1000 pL

La concentracion final del pocillo A:1 es de 8 mg/mL
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% Medicion de la actividad respiratoria.

Después de incubar la microplaca

o Se afadieron 50 uL de azul de tetrazolio al 0.08% a cada pozo inoculado,
mezclandolo perfectamente, se tap6 e incub6 a 37°C / 30 minutos

o Enlos pozos donde hay microorganismos, se observo la disminucion en el
color y la formacion de un botén rojo en el fondo de la concavidad
representando la CMI

o Donde no hay desarrollo, la solucion permanece clara y represent6 la CMB

Técnica extraida de Rodriguez, B. (2015). Perfil Quimico de Propdleos Mexicanos para su
Aplicacion en Medicina Veterinaria. Tesis de Maestria en Ciencias. Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan. UNAM.
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ANEXO 8. RESULTADO SISTEMA VITEK 2 PARA Staphylococcus aureus (1).

M é d 'ocos LABORATORIOS BIOMEDICOS

- IMAGEN DIAGNOSTICA Informe de examen Editado 17-nov-2016 07:21 CST
Equi Y LABORATORIO Editado por: Laboratorio
Nombre del paciente: N° paciente:
Examen: 5.1

Tipo de tarjeta: GP Instrumento de andlisis: 000015F235A1 (13011)

Bionamero: 050402062663231

Cantidad de organismo:
Comentarios:
Informacion de Tarjeta:  GP |::t:_° 2420024123 [Fecha caduc.: é"s}"c'm" z»
identificacién . 16:n0v-2016 23:43 o Tiempo de
Finalizado: csT Estado: Final analisis: 4,75 horas

Organismo 99% Probabilidad Staphylococcus aureus

: . . Nivel de Identificacién
seleccionado Bionumero: 050402062663231 Sl Siiblonts
Organismo
SRF
Organismos de andlisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Detalles bioquimicos
2 AMY - |4 PIPLC - |5 |dXYL = lB ADH1 + |9 |[BGAL - |11 [AGLU +
13 |APPA - |14 |CDEX - |15 |AspA - |16 |BGAR - |17 |AMAN - [19 |PHOS +
20 |LeuA - |23 |ProA - |24 |BGURr 25 |AGAL - |26 |PyrA + |27 |BGUR -
28 |AlaA - |28 [TyrA - |30 |[dSOR - |31 |URE - |32 [POLYB + |37 |dGAL +
38 |dRIB - |39 |ILATK + |42 [LAC - |44 [NAG - |45 |dMAL + |46 |BACI +
47 |[NOVO - |50 |[NC6.5 + |52 |dMAN + |53 |dMNE + |54 |MBdG + |56 |PUL -
57 |dRAF - |s8 |0129R + |s9 |sAL - |60 [sAC + |62 laTRE + |63 |ADH2s .
lss orTOo T+ | | | |

Version instalada de VITEK 2 Systems: 07.01
Guia de interpretacion de CMI:
Nombre de juego de pardmetros de AES:

Tel. 01 800 7153510 . www.biomedicos.com.mx, info@ biomedicos.com.mx

; Guia de interpretacién terapéutica:
Ultima modificacion de pardmetros de AES:

Pagina 1de 1
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ANEXO 9. RESULTADO SISTEMA VITEK 2 PARA Staphylococcus aureus (2).

r

Médicos

* IMAGEN DIAGNOSTICA
Eq| % Y LABORATORIO

Nombre del paciente:

LABORATORIOS BIOMEDICOS

Informe de examen

Examen: 6-1

Tipo de tarjeta: GP Instrumento de analisis: 000015F235A1 (13011)

Editado 17-nov-2016 07:21 CST

Editado por: Laboratorio

N° paciente:

BionlGimero: 050402032763231
Cantidad de organismo:

Comentarios:

. N° de . 20-dic-2017 12:00

Informacion de Tarjeta: GP lote: 2420024123 |Fecha caduc.: csT
identificacion |Finalizado: é(is-$ov-2016 e Estado: Final ;:g;;:i::de 5,00 horas
Organismo 96% Probabilidad Staphylococcus aureus

: — Nivel de Identificacién
seleccionado Bionimero: 050402032763231 SOrifianEE; : SaLIenE
Organismo
SRF
Organismos de andlisis y pruebas a separar:
Mensajes analisis:
Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Staphylococcus aureus URE(2),
Detalles bioquimicos
2 |AMY - |4 [PIPLC - |5 |dXYL - [8 |ADH1 + |9 |BGAL - |11 |AGLU
13 |APPA - |14 |[CDEX - |15 [AspA - [16 [BGAR - [17 |AMAN - |19 |PHOS
20 |LeuA - |23 |ProA - |24 |BGURr - |25 |AGAL - [26 |PyrA + |27 |BGUR
28 |AlaA - [29 [TyrA - [30 |dSOR - |31 |URE + |32 [POLYB + |37 |[dGAL
38 |dRIB - |39 [ILATK 42 [LAC - |44 [NAG + |45 |[dMAL + |46 |BACI
47 |NOVO - |50 [NCe6.5 52 |dMAN + |53 [dMNE + |54 |MBdG + |56 [PUL
57 |dRAF - |58 |O129R + |59 [SAL - |60 [SAC + |62 |dTRE + |63 |ADH2s
64 |OPTO +

Version instalada de VITEK 2 Systems: 07.01
Guia de interpretacién de CMI:
Nombre de juego de pardmetros de AES:

Guia de interpretacion terapéutica:
Ultima modificacién de parametros de AES:

Tel. 01 800 7153510 . www.biomedicos.com.mx, info@biomedicos.com.mx

Pagina 1 de 1
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ANEXO 10. RESULTADO SISTEMA VITEK 2 PARA Staphylococcus aureus (3)

e e
| 4

M é d,' cos LABORATORIOS BIOMEDICOS

EQUIBRS. 'y CabomcndsTicA Informe de examen Editado 17-nov-2016 07:21 CST
Editado por: Laboratorio
Nombre del pacie te:
Examen; 7-1pa o N° paciente:
Tipo de tarjeta: GP Instrumento de andiisis: 000015F235A1 (13011)
Biom.}meroz 030400066263231
Cantidad de organismo:
Comentarios:
e : N° de 20-dic-2017 12:00
Informacién de Tarjeta: GP Iloto: 2420024123 [Fecha caduc.: csT
i " 16-nov-, N i
identificacién Finalizado: C6S-Tov We B IEstado: Final :::l':fl::de 4,50 horas
Organismo 99% Probabilidad Staphylococcus aureus
seleccionado [Blontmero: 030400066263231 Nivel de Identificacién
confianza: excelente
Organismo
SRF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
IMonsales andlisis:
I?rﬂl(es) tipico(s) contraindicante(s)
[Detalles bioquimicos
2 AMY - |4 PIPLC - |5 |dXYL - |8 |ADH1 + |s TBGAL + |11 |AGLU -
13 |APPA - |14 |CDEX - |15 |AspA - |16 |BGAR - |17 |AMAN - |19 |PHOS +
20 |LeuA - |23 |ProA - |24 |BGURr - |25 |AGAL - |26 [PyrA - |27 |BGUR -
28 |AlaA - |29 |TyrA - |30 |dSOR - |31 JURE - |32 |POLYB + |37 |dGAL +
38 |dRIB - |39 |ILATK + |42 |LAC + |44 [NAG - |45 |dMAL + [46 |BACI -
47 |[NOVO - |S0 [NC6.5 + |52 |dMAN + |53 |dMNE + |54 |MBdG + |56 |PUL -
57 |dRAF - |58 |O129R + |59 |SAL - |60 [SAC + |62 |[dTRE + ]63 ADH2s
lea Joro |+ ] | | |
Versi6n instalada de VITEK 2 Systems: 07.01 1o ;
Guia de interpretacién de CMI: " Guia de interpretacion terapéutica:
Nombre de juego de pardmetros de AES: Ultima modificacién de pardmetros de AES:
Tel, 01 800 7153510 . www.blomedicos.com.mx, info@biomedicos.com.mx Péagina 1 de 1
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ANEXO 11. RESULTADO SISTEMA VITEK 2 PARA Pseudomonas aeruginosa.

B 10 Med'COS LABORATORIOS BIOMEDICOS

> IMAGEN DIAGNOSTICA Informe de examen Editado 17-nov-2016 07:18 CST
N Y LABORATORIO Editado por: Laboratorio

Nombre del paciente: Ne paciente:
Examen: 2.1

Tipo de tarjeta: GN Instrumento do andlisis: 000015F235A1 (13011)

Bionumero: 0043051003500240

Cantidad de organismo:
Comentarios:
L] W of
Informacién de Tarjeta: GN I:;‘:_e 241388840 |Fecha caduc.: g%#w BTS00
identificacion . 17-nov-2016 01:59 A Tiempo de
Finalizado: csT Estado: Final analisis: 7,00 horas
Organismo 97% Probabilidad Pseudomonas aeruginosa
: " 3 Nivel de Identificacién
seleccionado Bionimero: 0043051003500240 R et
Organismo
SRF
Organismos de andlisis y pruebas a separar:
Mensajes andlisis:
Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Pseudomonas aeruginosa 0129R(86),
Detalles bioquimicos
2 |APPA . |3 |aoo - |4 |pyra - |s  JwaAL - |7 laceL |- |s [scaL -
10 |H2S - |11 |BNAG - |12 |JAGLTp + |13 |dGLU + |14 |GGT + |15 |OFF -
17 |BGLU - |18 |dMAL - |19 |dMAN - |20 |dMNE + |21 [BXYL - |22 |BAlap +
23 |ProA + |26 Jup - |27 |PLE - fe9 |ryra - |31 |uRe - |32 |dsor -
33 |sac - |34 |dTAG - |35 |dTRE - |3 Joir + |37 |MNT + |39 |ska B
40 [iaTk + |41 JacLu - la2 [suct + 143 INaca |- fas |acaL |- Jas |rHos .
46 |GlyA - |47 |ODC - |48 [LDC - |53 |[HISa - |56 |CMT + |57 |BGUR -
58 |0129R - 159 |ceaa |- [e1 [MLTa + |62 |ELLM 84 [LaTa |- |
Versi6n instalada de VITEK 2 Systems: 07.01
Guia de interpretacion de CMI: Guia de interpretacion terapéutica:
Nombre de juego de parametros de AES: Uttima modificacion de pardmetros de AES:
Tel. 01 800 7153510 . www.biomedicos.com.mx, info&biomedicos.com.mx Pagina 1 de 1

L 4
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ANEXO 12. RESULTADO SISTEMA VITEK 2 PARA Escherichia coli.

r

LABORATORIOS BIOMEDICOS

Médicos

2. IMAGEN DIAGNASTICA

Informe de examen
Y LABORATORIO

Equipo

Nombre del paciente:
Examon: 3-1

Tipo de tarjata: GN Instrumento da anatsis: 000015F235A1 (13011)

Editado 17-nov-2016 07:20 CST
Editado por: Laboratond

N° paciente’

Biondmern: 0405610444004610

Cantidad de arganismo:
Comentarios:

: N“ de . 08-apo-2017 13.00
Informacién de Tarjeta: GN ]l ote: 241386840 |Fecha caduc.: o
identificacién . 16-nov-2016 22:58 : Tiempo de

Finalizado: csT Estado: Final lanatisis: 400 horas

Organismo 99% Probabilidad Escherichia coll

; Z Nivel de idenlificacion
seleccionado Bionumero: 0405610444004610 Contiuozii axcelants
Organismo
SAF
Organismos de analisis y pruebas a separar:
|Momn]n andlisis:
IFaml(u) tipico(s) contraindicante(s)
Detalles bioquimicos
2 |aPPa - o [aoo - o [Pyra - |5 AL 7 dcEL |- |s  [BGAL .
10 |H2S - [11  |BNAG - 12 [AGLTp - 13 joGLU - |14 |GGT - |15 JOFF +
17 |8GLU - |18 |dMAL + [19 [dMAN « |20 JIMNE - |21 [BXYL - |22 |BAlap .
23 |ProA - |26 |LP - |27 |PLE - |28 |TyrA - |31 |URE - |32 |dSOR +
33 |SAC - |34 |dTAG - |35 |dTRE « |36 [CIT - |37 |MNT - 139 |5KG -
40 |ILATX - |41 |AGLU - |42 |SUCY - |43 |NAGA 44 |AGAL - {45 |PHOS -
46 |GiyA - |47 |ODC - |48 |LDC + |53 |HISa - |56 |CMT + |57 |BGUR +
58 [D129R « 159 lecaa |- st [mMLTa - |62 |ELLM 64 [ILATa

Varsién instalada deo VITEK 2 Systems: 07.01
Guia de Interpratacidn de CMI:

Nombre de juego de pardmetros de AES:

"I'nl. 01 B0D 7153510 . www.biomedicos.commx, info @ biomedicos.com.mx

. Guia de imerpeetacion terapéutica:
Ultima medificacidn de parametros de AES:

Pégina 1 da 1
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ANEXO 13. INSERTO Multidiscos Combinados: 71080380 de papel filtro para
el estudio in vitro de sensibilidad bacteriana BIO-RAD.

TABLA 1
Didmetro de halo de inhibicién en mm

Agente Contenido R I S
Antimicroblano del disco
Amikacina Enterobacleriaceae 30pug <14 1516 >17
Ampicilina 10 ug

Enterobacienaceae <13 1416 =17

Staphylococcus spp <28 - 29

Enterococcus spp <16 =% AT

Streptococcus spp - - »24
Carbencilina 100 ug

Enterobacterizceae <19 2022 »23

Pseudomonas aeruginosa ;_— 13 1416 >17
Celalotina Enterobacteriaceae 0pg <14 1517 >18

Cefepime 30ug <14 1517 =18
Cafotaxima . 0pg <14 1522 23
Ceftazidima ° 30pg <14 1517 > 18
Ceftriaxcna g 30ug <13 14.20 >21
Celuroxima = 30ug <14 1522 >23
Clorantenicol % 0pg <12 13-17 »18
Dicloxacilina 119
Staphyiococcus spp <10 11-12 >

Enoxacina Entercbacteriaceae 10 ug <14 1517 >18
Eritromicina 15ug

Enterococcus spp 10pg <13 1422 > 23
Gertamicina Enterobacteriaceae 10ug <12 1314 > 15

Levofloxacina y Sug <13 14-16 =17
Netilmicina o 30pg <12 1314 >15
Nitrofurantoina * 303pg <14 15-16 > 17
Pelloxacina Spg <14 1522 >23
Penicilina 10U
Ampicilina 10 ug
Staphylococcus spp <28 =g 00
Enterococeus spp <14 - >15
N. gonorhoeae <26 27-46 =47
Streplococcus spp - - >24

Tetracidina Enterobacteriaceae 30 ng <14 15-18 > 19
Trimetoprim-Sultametoxazol 25pg <10 11-15 =16
R=Resistente I=Intermedic  S= Sensible
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