
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE 

MÉXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 
CUAUTITLAN 

EFECTO INHIBITORIO DEL EXTRACTO DE PROPÓLEO EN 

BACTERIAS Y LEVADURAS CAUSANTES DE OTITIS 

CANINA. 

T E S 

U. N.A. M. 
FACULTAD DE ESTUDIOS 

SUPERIORes CUAUTlTLAN 

QUE PARA OBTENER EL TITOOQ~~ 

QUIMICO FARMACÉUTlcn ~ DE 
~PRoFESKwALES 

PRESENTA: 

RUBÉN HERNÁNDEZ HUERTA 

ASESORES: MVZ. GERARDO CRUZ JIMÉNEZ 
MVZ. JOSE ANTONIO LlCEA VEGA 

CUAUTITLÁN IZCALLI, ESTADO DE MÉXICO 2009. 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



D
-. ' 

~~! 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN 
UNIDAD D~ LA ADMINISTRACION ESCOLAR 

DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES 

1/,',11 •. 11".1 :"",r;. .}";J Al.',I' ¡,"lAL 
A'"f)~MÁ 1:" 

"'\F,,,",'" 

ORA SUEMI RODRIGUEZ ROMO 
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN 
PR!S!NT! 

ASUNTO~'{c;Ii~Al'1\QBA TORIOS 

~= 

II 
ATN:L.A.ARACEU.~~RNANDEZ J.,. d.J De~':nt;;d~ed .... n •• 

Prof.,.lon.... ckI 1, res CuautlU6n 

Con ba.. In 01 Irt. 28 ckIl R",I.m.nto <ion.r.1 d. Ed .... ""., no. permltlmol 
comunl.,., • u.lod que rovlo.moe .. T"Io: 

!1¡;l~C~Q inhibJ.\::orl0 1:1.1 .)(tr~c:tQ de. prop6h:Q en b,¡"ctlr111!\ 

que pr .... nta ......!!..-P ••• nte: HUDAiI Aal i1~ i lUid"" pta.! L~ 
con n,;moro di ou.nlo: 40407332-9 par. oblonor .1 titulo di : 

-"-\f-Ü:) ~·H·',r .. , ~t. l~'I"--1 .... t""i·,·¡J, 

Con.ld.r.ndo que dicho lr.baJo roun. lo. roquloltoo n.o",.,loo paro .. r dlAcutldo In 
.1 EXAMeN PROI'!810NAL corrupondl.nto, otorll'mo. nu •• tro VOTO APROBATORIO. 

ATENTAM!NTI': 
"POR MI RAZA HABLARA EL !SPIRITU" 
Cu,"t1t1in 1:':0.111, lib .• .2.:....- d • ..;.".;.:~:..;o..:,-,I;..;.o ______ ,d. ~_. .._ 

PRESIDENTE r-:v<.o Gerordo Cruz Jimllnllz ~_ ._. _ 

Q_ f10r10 A. Mor .. l.," ¡>elc'~c" fflfk:U.q ~,¡;. VOCAL 

~~' ore, flr1gidg dgl GQrrumo C~UjICl(,¡1C'1 ~' 

PRIMERSUPLENTI! QF'T Me G1I)r1 .. J!J?e lC?j'·IIW' c"Jt"'r·Q<l......,~r-...:z::z'-__ -'-__ 

SEGUNDO SUPLENTEorl. A l",~ Lucilo rx!'ln." d"l Acer, _~ ... ~ ____ _ 

SECRETARIO 

• 



)1 mis asesores: 

qeraráo Cnu:; Jiminez y Josl )lntonio Lieta Vega 

'Mis más sinceros aeradecimientos, por su vauoso tiempo, apoyo, sus 

enseñanzas y s06re todo por 6rindanne fa oportunidad de ser parte de su 

La60ratorio, mucfiísimas gracias por todo, los admiro y respeto. 

)I{juraáo: 

!M.ario jfrturo, c]Jrigiáa áe{ Carmen, !M.aria 

qwufafupe y jffma Lucífa 

qracias profesores deC jurado por sus 06servaciones y puntos de vista que me 

ayudaron a mejorar este tra6ajo, se que son e:rpertos en su materia y s06re 

todo personas muy valiosas y admira6fes. 

Principa[mente q~cw )l CD!OS que me na dado fa vida, tener unos 

padres, unos fiennanos, unos amitJos y unos maestros," gracias por danne 

todo lo que necesito para ser jeliz, ya que algunas veces no nos damos 

cuenta de lo que tenemos, siempre estaré agradecido por todo lo que me fias 

dado. 

'Unas manos con que tra6ajar 

'Unas piernas con que caminar 

'Unos ojos para poder ver 

'Un cere6ro con que pensar 

'Y un corazón para amar. .. ¡qracias CJ)ios mio! 



Con cariño 

QYECDICftW<R.!JlS 

)1 mis paáres: 

Jaime :J{enuf1UÚr. )lfáana 

(])e{!ina Huerta qarcfa 

!Este esfuerzo reafizaáo es parte áe usteáes, por lia6enne apoyaáo en toáo 

inconáiciona(mente¡ papá esto es tuyo aunque no ya no estés presente, 

siempre te (/evo en mente y en mi corazón áonáe quiera que te encuentres, a 

ti mama que eres fa mejor mamá áeC munáo, por apoyanne en toáo . .. Los 

quiero, aáoro y amo mucliisimo. 

)1 mis liermanos: 

flTIIJe' 'Ene, Cannen y p.Evira 

!Este tra6ajo se ros áeáico tam6ién a usteáes, que siempre lian estaáo 

conmigo en fas 6uenas y en fas maCas, siempre lie reci6iáo su apoyo en toáo, 

ros quiero muclio. 

)1 mis ami.¡Jos: 

Ivonne y Jufia 

)1 ti Ivonne aunque ya no estemos juntos, eres y serás por siempre parte áe 

mi vida y por supuesto tú eres parte áe ro que lioy termine pues tú iniciaste 

este rogro, te quiero muclio. .. .y a ti Jufia que ffegaste justo en e( momento, 

gracias por toáo, por sopottanne y apoyanne inconáiciona(mente. 



INDICE 

1. INTRODUCCION __ ............. ...___.... ...... ...... .. __ ............. . 

1_1 Otitis canina ........ _ ................. ________ .. _ ................ ________ .............. . 

1_2 Clasificación ______ .................. _______ .... _ ............... _________ .............. .. 

1_2.1 Otitis externa .................. ________ .................... _________ .............. . 

pagina 

1 

2 

1.2.1.1 Fisiopatologla ............ ____ .................... _____ ............... 3 

1_2.1.2 Etlologla .. ___ ..................... ______ .................... __ .. _........ 3 

1.2.1.1 Factores primarios ...... 

1.2.1.2 Factores predisponentes ...... ____________ ................ __ .. 

1.2.1.3 Factores perpetuantes ........ ___________ ................... . 

3 

5 

!3 

1.2.1.3 Signos cllnlcos .............. _______ ................... ________ ............... 8 

1.2.1.4 Dlagnostico __ ...................... _____ ................... 8 

1.2.2 Otitis media .. _ .. _ .................... _. 

1.2.2.1 Etlopatogenla .................... _____ ...................... __ ........... . 

1.2.3 Otitis Interna _____ ..................... ___________ .................... .. 

8 

9 

9 

1.3 Tratamiento __ .. _ ..................... _____ .................... _ .. _______ ................ 10 

1.4 Ototoxlcidad. ___ ...................... ______ ..................... _______ .......... 11 

1.5 Propóleo .. _____ .................. _ .. _______ ...................... _________ .................. . 12 

1.5.1 Antecedentes ............ ______ ......................... ____ ..................... __ 12 

1.5_2 Origen ............ _____ .......................... _____ ..................... 12 

1.5.3 Composldón ..... _____ ............................ ___ .................... . 

1.5.4 Propiedades farmacológicas ..... . 

1.5.5 Mecanismo de acdón ........... . 

2. JUSTIFICACION .............................. _________ ................... _____ .......... . 

3. HIPOTESIS ......... .. 

4. OBJETIVOS ........... ________ .......................... _ .. ___ .................... . 

4.1 General .. ____ ........................ ______ .................... __ . ______ ............... . 

4.2 Partlcular. ........................... ____ .. _ ...................... _______ ............... . 

5. METODOLOoIA ........................ ___ ._ ..................... _ .. ___ .,_ ............... . 

5.1 Diagrama general de trabajo. __ ........................ ______ ...................... . 

13 

14 

14 

15 

16 

17 

17 

17 

18 

18 

5.2 Material. equipo, medios y reactivos .... _ ................ ___ ................... ..... 19 

5.3 Obtendón del propóleo .. ______ .......................... _ ........................ __ 21 

5.4 Extracdón del propóleo ........... __ ............................... __ ............... .. 

5.5 Alslamiento e Identlflcadón de bacterias y levaduras ...... ___ ............... . 

5.7 Prueba cualltaHva extracto-bacteria .................. ______ ...................... .. 

21 

22 

23 

5.8 Prueba cuantitativa extracto-bacteria ............................ ___ .......... ..... 24 

5.9 Prueba de MTT ................. ____ ....................... ____ ..................... 26 



5.10 Ensayo bactericlda-bacteriostático ............................................. . 

6. RESULTADOS........ ................... __ ............................... . 

6.1 Aislamiento de bacterias y levaduras ............... __ ..................... __ 

6.2 Extracto de propóleo ..... __________ ..................... __ .. __ ................. ___ 

6.3 Prueba cualitativa extracto bacteria ............... ____ ................... __ 

6.4 Prueba cuantitativa ..... ________ ........................ __ ..................... . 

6.5 Efecto bacterlclda-bacteriostátlco .................. __ .................... . 

7. DISCUSION .......................................................................... . 

8. CONCLUSiONES ...................................................................... . 

9. AP~NDICE ................................................................ __ ......... . 

9.1 Preparación de reactivos ...... ______ ..................... ______ ....................... __ 

10. ANEXO ....... ____ .................... ... ................. .. 

26 

27 

27 

28 

29 

33 

35 

38 

43 

44 

44 

45 

10.1 Propiedades del DMSO y MTT ....................... __ ...................... 45 

11. REFERENCiAS ................. __ ...................... ____ ........................ __ 46 



INOleE OE IMÁGENES 

1. Perro sano ... """" ................ . 

2. Otitis extema cr6nica ......... 

3. Tratamiento con soluciones oticas """" ....................... " .. "" .. " .......... . 

4. Recolecta de polen y otras sustancias por Apls Melllfera .. . 

5. Api:J ma/lifera, secretando prop6leo ... "" .. " ...................... " "" ............ . 

6. Prop61eo crudo .. " .................... .. 

Pagina 

2 

3 

11 

12 

12 

13 

7. Compuestos fen6licos de accl6n farmacol6gica en el prop6Ieo... ..... 13 

8. Extracto etan61ico de propóleo .. " .... " .. "." .. " ................. ,,". ................ 21 

9.Prueba de esterilidad del extracto de propóteo .... " .......................... . 28 

10.lnhlblclón de crecimiento de Ma/a:J:Jezia paehydermatls a diferentes 

concentraciones del extracto de propóleo .............................................. . 29 

11. Inhibición de crecimiento de Candida albicans a diferentes 

concentraciones del extracto propóleo ........................................ " 29 

12. Inhibición de crecimiento de Staphylococeus aureus B diferentes 

concentraciones de extmcto de propóleo "" .... " ............................ "........ 30 

13. Inhibición de crecimiento para Staphylococcus epidermidis a diferentes 

concentraciones del extmcto de propóleo "" .................................. "........ 30 

14. Inhibición de crecimiento de Escheriehia eoll a diferentes concentraciones 

del extracto propóleo ........................................... " ............................ . 31 

15. Inhibición de crecimiento de Pseudomona:J aeruglnosa a diferentes 

concentrBclones del extracto de propóleo...... ...... ......... ...... ............ .......... 31 

16. Inhibición de crecimiento de Proteus mlrabllls B diferentes concentraciones 

del extracto de propóleo .................................... "........................... 32 

17.Ensayo en microplaca extrBcto-bacteria. Staphylococcu:J aut'8us, 

Eseherlchla coli, Proteus mirabllls, Gendida albicans" ................................ . 33 

1 8. Ensayo en microplaca extrBcto-bacteria. Staphylococcus epldermidls, 

Ma/assezia pachydermati:J, Pseudomonas aeruglnosa.......... ........................... 33 

19. Ensayo bacterlcldB-bBcterlostático de Staphy/ococcus aUrBUS ................... 35 

20. Ensayo bacterlcldacbac!eriostático Staphy/ococcus epldermidis. ................ 35 

21. Ensayo bacterlclda-bacterlostático Eseheriehla eoll..................................... 36 

22. Ensayo bacterlclda-bacteriostático Pseudomonas aeruginoss .. ".............. 36 

23. Ensayo bactericida-bacteriostátlco Ma/assez/a pachydermatis.. .......... ........ 37 

24. Ensayo bacterlclda-bac!erlostático Gandida a/blcans................... 37 



IN OleE DE TABLAS 

1. Microorganismos aislados del canal auditivo externo de perros con otitis 

extema yen perros sanos ................................................................ '" 

2. Identificación de bacterias Gram positivas ............. . 

3. Identificación de bacterias Gram negativas ............. . 

4. Identificación de levaduras ...................................... . 

Pagina 

6 

22 

22 

22 

5. Ensayo en microplaca............. .................................. ..................... 24 

6. Concentración de la solución de extracto....................................... 28 

7. Concentraciones Inhlbltorlas de crecimiento de extracto de propóleo sobre 

bacterias y/o levaduras ................................................................ . 

8. Lectura visual de la mlcroplaca (extracto-bacterias y/o levaduras) .. . 

9. CMI del extracto de propóleo para bacterias y levaduras ....................... . 

INOIeE DI! FIGURAS 

1. Diluciones del extracto de prop6leo....... . .................................. . 

2. Diluciones para la mlcroplaca ......................................................... . 

INOleE DE GRAFICOS 

1. Porcentaje de aislamiento de bacterias y levaduras de casos dlnlcos de 

otitis canina .................................................................................... . 

32 

34 

34 

Pagine 

23 

25 

Pagina 

27 



CMI 

CMI·s 

EP 

OE 

BHI 

SSFE 

DMSO 

NaCI 

MTT 

mg 

¡Jg 

mi 

111 

S 

RM 

VP 

A 

ATCC 

ABREVIATURAS 

Concentración Mlnima Inhlbltorla. 

Concentraciones Mlnlmas Inhlbltorias 

Extracto de Propóleo 

Otitis Externa 

Infusión Cerebro Corazón (Medio de cultivo) 

Solución Salina Fisiológica Estéril. 

Dlmetll Sulfóxido 

Cloruro de Sodio_ 

Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1I)-2,5-dlfenll tetrazolio 

MIligramos 

Mlcrogramos 

Mililitros 

Mlcrolitros 

Sensibilidad 

Rojo de Metilo 

Voges-Proskauer 

Agar 

American Type Culture Colletlon 



RESUMEN 

Una de las investigaciones importantes de Interés económico y de salud publica para la 

Industria farmacéutica en el área veterinaria, es el desarrollo de nuevos antibiÓticos y 

antlfúngicos de gran espectro, además de que no generen resistencia, en padecimientos de 

animales domésticos cuya importancia radica en la interacción ma!lCOta~hombre, el cuidado y 

protección tanto del animal como el propietario. Es por ello que ae generó una gran expectativa 

de buscar un tratamiento altemativo a base de productos obtenidos de la naturaleza en 

cuadros de otitis canina causados por bacterias y/o levaduras. 

El propóleo es una sustancia resinosa, gomosa y de consistencia balsámica, recogida de 

ciertas partes de los vegetales por las abejas Apls melllfers que las transportan al Interior de la 

colmena modificándolas en parte con sus secreciones (ceras y secreciones salivares). Se 

compone de bioflavonoldes y aceites esenciales; además de contener ollgoelementos, 

vitaminas y aminoácidos. 

Se preparó una solución hldroalcohóllca de propÓleo al 20 % Y por medio de filtración con 

membranas de nitrocelulosl.'l de 0.45 jJg se realizó su esterilización, después se llevó a 

sequedad total, obteniendo un extracto seco total de propóleo estéril, se pesó 1 gramo 

disolviéndose en 10 mi de glicerina estéril. Obtenléndo~ una solución de extracto de propóleo 

con Galldad Microbiológica para lo cual se realizaron diluciones, teniendo concentraciones 100, 

10, 1 Y 0.1 mglml. 

Se aislaron e Identificaron 7 cepall de bacterias y levaduras de casos de otitis canina: 

Stsphy/ococcus aureus, Staphy/ococcus epldermidis, Pseudomons3 seruglnoss, EscMn'chla 

eoli, ProttlUS mlrabJ/ls, Ma/aS5f:1zia pachydermatls y Gandida e/b/cans. 

Para evaluar el efecto Inhibitorio del propóleo frente a los agentes Infecciosos de otitis canina, 

se realizó una prueba cualitativa a las diferentes concentraciones de nuestro extracto, en 

placas de agar BHI con las bacterias y/o levaduras, evaluando asl las propiedades 

antlbacterlana y antimlcótlca frente a dichos microorganismos. 

Para determinar las Concentraciones Mlnlmas Inhlbltorias, se realizó una prueba cuantitativa 

(Método Calorimétrico de Mosmann), para ello se preparó una solución a base de propóleo (1 

gr de extracto de propóleo + 3 mi de DMSO y 7 mi de glicerina). Se procedió con el ensayo en 

mlcroplaca (extracto-bacteria), efectuando una serie de diluciones de nuestro extracto y se 

Incubó durante 24 horas. Seguido de la prueba con el reactivO MIT, la cual consiste en 

demostrar si hay bacterias viables mediante la enzima lactato deshldrogenasa o aspartato 

amlnotransferasa, la cual reduce al compuesto, dando como producto de reacción el formazan 



que es una sal Insoluble en agua de color violeta. Lo que indica que el propóleo presenta 

propiedades antlmlcroblanas, inhibiendo el credmlento de dichos microorganismos tratados. 

Para corroborar esta prueba se realizó un ensayo bacterlclda-bacteriostético en placas de agar 

BHI. 

LOG resultados obtenidos fueron favorables ya que se demostró que el extracto de propóleo 

tiene efecto al Inhibir el crecimiento de las bacterias y/o levaduras de Importancia en otitis 

canina y las Concentraciones Mlnimas Inhlbltorlas (CMI·s). en mg/ml son las siguientes: 

Staphy/ococcus 8ureus (6.25), Staphy/ococcus 6piderm/dls (25), Psaudomon8S 86rug/nosa 

(100), Escherlchla coll (50), Protfws mif8bllls (100), Ma/assfJz/a pachyderm8tis (100) y Candlda 

alb/cans (3.12). 

El extracto da prop61eo tuvo efecto Inhibitorio "In vitro" sobre todas (100 %) 18S bacterias y 

levaduras, siendo una alternativa de tratamiento p8ra la otitis canina. 
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1.INTRODUCCION 

1.1 Qtltle canina 

La otitis es el término médico para denominar la Inflamaci6n del canal auditivo, es un proceso 

Infeccioso que evoluciona en el conducto auditivo, generalmente agudo, aunque puede llegar a 

ser crónico. Su localización puede ser el oldo interno, medio o el externo. La otitis que se 

estudiaré en este trabajo es de etlologla bacteriana y mlcótlca. La mayorla de estos 

microorganismos son habitantes normales del canal auditivo, sin embargo, su número se puede 

multiplicar, cambiando las condiciones del entorno del canal del oldo y ocasionando problema. 

Este padecimiento afecta a los caninos con frecuencia, aumentado su Incidencia en las épocas 

húmedas, aunque también se puede presentar en las épocas secas, afectando a cualquier raza 

de perros convirtiéndose asl, en una de las causas més importantes de visita a las cilnlcas 

veterinarias (Andrade, O., 2007). 

1.2 Clumcaclón 

En general, la ciaslflcación de las afecciones inflamatorias del oldo, puede realizarse 

considerando una serie de factores; dentro de ellos se puede mencionar la ubicación de la 

inflamación, que pudiese presentarse afectando el oldo externo, el oldo medio o el oldo Interno. 

Según el área afectada, la inflamación se denominaré otitis externa, otitis media y otitis Interna 

(Lanz, O. et al., 2004). 

Existe una ciaslflcación según agentes etiológicos de otitis canina; dentro de ésta se 

mencionan la otitis externa supurativa, la otitis externa mic6tica y la otitis externa parasitaria 

(Rosser, E., 2004). 

La otitis supurativa o purulenta es aquella producida por agentes bacterianos como 

Staphylococcus aurous, Protaus m/flJbllls, PlSIJudomonas atlruglnosa y Esch8richia coll entre 

otros; se caracteriza por presentar úlceras a nivel de la piel del conducto auditivo externo y 

todos fos signos de otitis (Colomblnl, S. at al., 2000). 

La otitis mlc6t1ca, también denominada otomicosis, corno su nombre lo indica es producida por 

hongos; dentro de éstos, el principal agente es Maltlssezia pachydarmatls. En general estas 

afecciones se caracterizan por la presencia de cerumen de coloración café oscuro, con un olor 

muy particular, rancio, caracterlstlco de los hongos (Foster, A. at al., 1998, Masuda A., et al., 

2000). 
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La otitis pal1lllltar1a, es producida por el ácaro Otodectea cynott.. La vla de transmisión 88 por 

contacto directo, siendo posible encontrar esta .teccIón aoompIIftada tanto de bacter1a. como 

ele hongos. 

ExIste una cuarta daalficadón según el agente causal de InftamadOn, denominada otIUs 

externa hlperpláatlca, provocada como conaeruencla de 1m. IrritadOn prolongada del conducto 

auditivo externo producto de otitis no tratadas, manlpulad6n, frotamientos, entre otros. Se 

produce una hipertrofia y endurecimiento de la piel, lo cual Reva a un estrechamiento '110 

bloqueo del conducto por hlperplaaia del teJido. Se produce obstrucción de la salida de 

cerumen, mala oxigenación del conducto, entre otros (Oathold, W. et al., 2005). 

La otltll externa es una Inflamación del conducto auditivo extemo que se caracter1zll por 

eritema, aumento de la descarga o descamación del eplteNo acompanada de dolor '110 

IrritadOn. Ea una afección frecuente en el perro, que representa entre el 5 y el 20 % de loa 

motivos de consulta y CU)'aettologla ea multifactooal (canottl, D. et al., 1998). 

Imagen 1. Pene l18li0 

La otlda externa ea 18 afección més común ele las trea Y 88 como conaecuencIII de éata Y de su 

cronloldad, que generalmente se producen laa otras dos. El signo ctlnk:o caracterlstIco de la 

otitis externa y media 88 a1mllar, generalmenta denominado otoIMa, con pretenda de variados 

signos de disconformidad, además de la posible ruptura de la membrana timpánica en cuadros 

de cronicidad avanzada que traerén consigo al comprorniao del o/do medio (Auguat, J., 1988). 

2 
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1.2.1.1 FlsIopatoIogIa 

La Inftamaclón dentro del conducto auditivo externo por cualquier etlologla redunda en 

alteT1lcloo88 del canal, en oca81ones hadéndoae crónica, 1218 gléndula9 89 agrandan 

(hlperplas/a) y producen un exceso de cerumen. Se produce un engrosllmlento epidérmico y 

dérmico (fibroals) los pliegues del canal engrosados reducen de manera efectiva el dlémetro de 

aquel que llega I!I estenosis por completo. La calclftcacl6n del cartIIago aur1aJlar e8 un evento 

tennlllllllla InftamadÓrl crónica (Sumano, L. etaJ., 1997). 

Imagen 2. Otl1ls externa CfÓnlca 

1.2.1.2 !tIologla 

Muchos son los factores que contr1buyen al desarrollo de OE. Llamaremos primarios 11 aquellos 

especlflcos que inducen en formll directa a 121 OE; predlaponentea 21 &queDos que colocan al 

paciente en riesgo de padecer 121 enfermedad y perpetuantes 11 aquellos que Impiden la 

resolución del problema (Dlaz. M. et 11/., 2005). 

1.2.1.2.1 FKtoree primarios 

Dentro de los fadores primarios de otitis, principalmente externa, que corresponden 21 aquellos 

capaces de Inldar Inftamaci6n a partir de oldOl normales se encuerrtrllln: 

• Sen81b1lldad alimentaria, dermalltla at6plCII: Los cuadros de otltla externa !le presentan 

afectando a perros con dermatltla atóplca y/o aenaJbllldad alimentaria en un 50 a 80% 

(Rouer, E., 1993). Pacientes con oHIIa externll alérgica frecuentemente presentan 

sacudimiento de cabeza y prurito en 111 zona. La forma de presentaci6n m6a común de 

estos ruadro8 de otitis es la bilateral (Car1ottl, D., 1997; Huang y Huang, 1999). 
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Hipersensibilidad por contacto y reacciones Irritantes: En general los cuadros de 

hipersensibilidad por contacto se presentan en pacientes en que se utilizan 

determinados productos ótlcos como Neomicina o Propllengllcol. Es muy dificil 

dlferenclllr hipersensibilidad de una reacción initante, una vez producido el cuadro 

inflamatorio (Baksl, S. el al., 2004). 

Reacciones a medicamentos: Provocadas por aplicación de medicamentos vla 

sistémica. Se produce ljna eXllcerbación aguda de exudados, erosión, engrosamiento 

epidermal yen algunos casos, necrosis (Morris, 0.,2004). 

Cuerpos extranos: Espigas, pastos, polvo entre otros, podrlan causar Irrltaciones 

slgnlflcatlvas dentro del oldo. Inclusive estos elementos, podrlan migrar hacia la zona 

timpánica y causar un cuadro de otitis media (Angus, J., 2004). 

Inflamación idiopática I otitis hlperplástlca en Cocker Spanlel: Este cuadro afecta 

solamente a los oldos. Una hipersensibilidad local probablemente debida a algún 

componente del cerumen, es la hipótesis que se mantiene en relación a la presentación 

de este cuadro (Rosychuk, R., 1994; Angus, J., 2004). 

• Ectoparásitos: Olodectes cynolls causa entre el 5% y el 10% de otitis en perros. En 

general se encuentran Infestadones en perros menores de un ano. La hipersensibilidad 

var1able a la picadura del ácaro causa la Inflamación que acompana a la Infesteción. 

Algunos animales tienen ácaros pero se mantienen asintom.:.ticos (Alden, P., 1998). 

Trastornos de la que ratin iza ció n de gl':'ndulas sebéceas: El hlpotlroldlsmo, 

hiperestrogenismo, adenitis sebécea y seborreas idlopátlcas (por ejemplo en perrOS 

Cocker Spanlal) pueden asociarse con Inllamaclón ótlca lave, posiblemente como 

resultado de la acumulación de éddos grasos anormales. Los animales afectados casi 

siempre tienen un compromiso cuténeo significativo más generalizado (Alden, P., 

1998). 

Otros factores primar1os: Enfermedades autoinmunes que Incluyen cuadros como 

pénfigo y lupus eritematoso pueden causar inflamación. Estos pacientes prasentan 

lesiones cutáneas que Involucran otras áreas del cuerpo, lo cual facilita su diagnóstico 

(Angus, J., 2004). 
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1.2.1.2.2 Fllctorea prodlsponent •• 

Se conocen como factores predisponentes a aquellos responsables de hacer de un oldo un 

órgano susceptible de sufrir inflamaciones originadas de elementos denominados factores 

primarios, que por si solos no serian causales de otitis 

Temperatura y humedad: Aumentos en la temperatura ambiental, humedad, lluvia y la 

práctica de la natación, han demostrado tener directa reladón con la Inddenda de otitis 

extema. Alzas en la temperatura y humedad dentro del oldo predispondré a cuadros de 

otitis a través de la alteración de las barreras normales funcionales de la epidermis de 

la zona (Huang y Huang, 1999). 

Predisposición anatómica: Se ha demostrado que existen numerosas predisposiciones 

anatómicas a otitis externa. Orejas pendulosa9, qulzés debido al pobre grado de 

aireación, con aumento de la humedad y de la temperatura, presentan cuadros de otitis 

extema con mayor fadlldad (Hayes H. et al., 1987). Razas como Cocker Spanlel, 

Springer Spanlel, Labrador Retrlever, conocidas por su predlsposldón a la 

presentación de olllls externa, presentan un aumento en el tejido glandular cerumlnoso 

(Carlottl, D., 1997). 

1.2.1.2.3 F.cto .... perpetuantn 

Colonlzadón e infección bacteriana mlcóllca: Entre los factores perpetuantes, que no 

Inducen la aparición de la otitis, pero que Impiden su curadón, podemos nombrar a 

bacterias y levaduras. Las primeras se encuentran en pequena cantidad colonizando 

de manere normal, los conductos auditivos de los perros; en presencia de una olltls 

externa, las bacterias oportunistas prollferarén provocando cambios patológicos 

ocasionando una respuesta Inflamatoria, aun cuando el factor primario original ya no 

esté presente o activo (Aiden, P., 1998). 

Diferentes estudios reportan el aislamiento e identificación de microorganismos causantes de la 

otitis canina entre los que se encuentran con mayor frecuencla en dicho padedmlento 9On: 

PS8udomonas aerug/nos8 (22.22 %), Proteu9 mirsbIJis (13.89 %), Stllphy/ococcus auf'8US 

(12.50 %), Staphylococcus ep/derm/dis (8,33 %), Escherlch/s ca" (5,56 %) Y Staphy/ococcus 

coagulasa negativa (5.56 %). Por medio de la evaluación cltológlca se evidenció que 

Ma/assezla pachyderm8t/s se encontró presente en un 69,80 % de los casos estudiados 

(Feméndez, G. et 8/., 2006). 
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Tabll 1. Microorganismos aislados del canal auditivo externo de perros con otitis externa y en 

perros sanos. 

B8ctOrll 
... 

Ac/netobader bauman/i 

Bacll/u!!J capaceae 

Bscll/us cereus 

Bacll/us!!Jpp. 

8acÍlju!!J !!Jubtilis 

Citrobacter divefSus 

Citrobacter ff9und/ 

Enterobacter aglomeran!!J 

Enterobacter spp. 

Escherlch/a col/ 

K/ebsiel/a Olaneae 

Pseudomona!!J aerugino!!Ja 

Proteu!!J m/f1Jbll/!!J 

Proteus vulgar/s 

Pseudomone!!J cepacea 

Ssrc/na spp. 

Staphylococcus aUfl)Us 

Staphylococcu!!J {3 -hemollt/co 

Staphylococcus coagulasa (-) 
-:;;.-_ .. ,.. 

Staphy/ococcus epidermld/s 

Staphy/ococcus a-hemollt/co 

Staphy/ococcus /ntermed/u!!J 

Streptococcu!!J vlrldans 

Tomltdo Fllméndllz, G . • I.L. 2008. 

N: numero de muestras 

._---
p.,ro. Parras 

con otltla .. no. 

N/o/. N/o/. 

2/2.77 -
1 11.39 -
3/4.17 1 /8.33 

O 2/16.67 
._. 

1 11.39 -
1/1.39 -
2/2.77 -
1 11.39 -
1 11.39 -

4/5.56 1 18.33 

3/4.17 1/8.33 

16/22.22 1/8.33 

10/13.89 -
1/1.39 1/8.33 

1 / 1.39 -

1 /1.39 -

9/12.50 1/8.33 

2/2.77 -
4/5.56 2/16.67 

6/8.33 2/16.67 

1 11.39 -
1 11.39 -
1 11.39 -

Las bacterias que con mayor frecuencia se aislan de casos de olllls canina crónica son 

P!!Jeudomonal5 aeruginosa, Proteus m/rabll/!!J y Staphylococcus ep/dermld/s lo cual coindden 

diferentes autores (Car1onl, D., 1991; Grano, L R et 61/., 1969; Mckeever, P. et a/., 1999; Scott, 

D., 1980). 
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Los productos metabólicos, toxinas, enzimas y ácidos grasos liberados por bacterias y hongos 

durante su crecimiento pueden potenciar la gravedad de la Inflamación. Estos factores pueden 

causar Irritación de las glándulas que secretan cerumen, aumentando su producción y 

disminuyendo la ventilación del oldo, creando condiciones favorables para la proliferaciÓn de 

los microorganismos (Wayne, R., 2005). 

Las levaduras contribuyen con frecuencia a la aparición de otitis externas. La presencia de otro 

germen y una disminución de las defensas en el organismo, harán que estos microorganismos 

proliferen y empeoren la otitis. La levadura presente en éste tipo de Infecciones del oldo se 

conoce con el nombre de MliJlliJssez/e pechydermatis y en menor medida Candida IiJlb/cans 

(Kujumglev, A. el al., 1999). 

Ma/assez/a se considera un agente oportunista que prolifera en oldos Inflamados, se 

demostrado que causan Inflamación, tal vez es la por Interaedón de los metabolltos de IIpldos

MtJltJssezitJ (por ejemplo, formación de peróxidos) y reacciones del tipo I a la levadura o a sus 

metabolltos (Alden, P., 1998) 

Otitis media: Este cuadro mantiene la presencia de una otitis externa mediante su 

actividad como reservorio de bacterias, levaduras y otros elementos (GoUhelf, L., 

2004). 

Tratamientos erróneos, sobredosificación y subdoslflcadón: Qldos sobretratados 

permanecerén inflamados aún cuando la InfecciÓn presente se haya resuelto. El 

mantener el oldo demasiado lubriClldo también contribuye a la mtJntención del 

problema. El uso inadecuado de una serie de productos ótlcos podrla aumentar el 

riesgo a presentar resistencia por parte da los agentes causales para tratamientos 

posteriores (Morris, R., 2004). 

• Cambios proliferativos~ La hlperqueratosls epidérmica, acantosls, flbrosls dérmica, 

edema a hlperplasia y dilataciÓn de glándulas apocrinas producen engrosamiento 

cutáneo que se manifiesta con pliegues. También pueden desarrollar pólipos y nÓdulos 

piogranulomatosos fibrosos reactivos. Estas alteraciones generan un microamblente 

que puede fomentar la residencia de bacterias, levaduras y componentes del cerumen 

potencialmente Irritantes (Aiden, P., 1998; Angus, J., 2004). 
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1.2.1.3 Signos eUnleas 

Los signos cllnlcos asociados con la otitis externa incluyen grados variables de sacudidas 

cefálicas, prurito, dolor, olor y exudación. Muchos de los signos de la otitis media también 

ocurren con la otitis externa. La Irritación causada por estos cambios se manifiesta por 

sacudidas de la cabeza, manoseo y frotación del oldo afedado. Algunos animales pueden 

presentar indicios de dolor cuando son acariciados sobre el lado afectado, Induso sin 

modificaciones óticas externas evidentes (Ettinger, S. el al., 2002). 

1.2.1.4 Diagnóstico cUnleo 

Con el examen otosc6pico se pueden observar cuerpos extranos, neoplasias y pólipos, si es 

necesario se toman muestras para la biopsia. Si el timpa no está roto se pueden obtener 

muestras para el cultivo de aerobios, hongos y levaduras directamente desde el oldo medio 

para la Identificación y antibiograma. Un frotls del exudado se puede tenlr con azul de metlleno 

o colorante de Wright y examinar por levaduras y hongos tales como Ma/assez/a, Candida y 

Asperr;¡lIIus (Alden, P., 1998). 

En ganeral la consulta al veterinario se debe a que la mascota se rasca el oldo, tiene el 

pabellón auricular edematoso, existe presencia de secredones provenientes del área afedada, 

sacude la cabeza o que a la manipulación de las orejas pareciera presentar dolor. 

1.2.2 otItI. II'IIIdl. 

La otitis media se define como el proceso floglstlco del oldo medio. El oldo medio consiste en la 

cavidad timpánica, sus contenidos, y los tubos auditivos. Con mayor frecuendlJ, IIJ otitis media 

es unlJ secuela de la otitis externa. En un estudio, el 16% de los casos de otitis externa tuvo 

otitis media concurrente. La InddendlJ de la otitis media puede llegar hlJsta el 50% de los casos 

de otitis externa crónica (Ettlnger, S. et al., 2002). 

Las afecciones del oldo medio, se presentan más frecuentemente en aquellos pacientes con un 

culJdro de otorrea ya en cumo. SI bien una otitis media causada por Infecelón ascendente vla 

tubo de Eustaquio es posible, la mayorla de los cuadros ocurren como una extensión de unlJ 

afección ótlca externa, en la cual la membrana tlmpénlca podrla hallarse perforada. Esta 

perforación comúnmente se presentlJ en la mitad de la membranlJ, y para au adecuada 

dcatrización se requiere ausencia total de Infección (Gotthelf, L., 2004). 
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1.2.2.1 Etlopatogenla 

La causa más común de la olllls media es la infección bacteriana. Los patógenos frecuentes 

cultivados a partir del oldo medio Incluyen: Staphy/ococcus. Streptococcus. Pseudomonas. 

Escherichia coli y Proteus mlrabllls. (Ettinger, S. et al .. 2002). Las bacterles son los agentes 

causales primarios en la otllls media, pero otros agentes como las leveduras Malassezilil, 

Candida y Asperglllus también deben ser considerados. En los casos unilaterales debe 

excluirse la presencia de cuerpos extra nos, trauma con hemorragia Intmtlmpanlca y tumores 

(pollpos, fibromas, carcinomas de células escamosas y tumores óseos primarios) (Ettlnger, S. 

et al., 2002). 

La Inflamación del oldo medio puede comenZBr mediante tres rutas: En la primera, la 

Inflamación puede proceder a través de la membrane timpánica. En estos casos, una Infección 

ótica externa primaria progresa e la otitis media secundarla. La segunda rute se establece 

mediante el tubo de Eustaquio. La Incidencia de infección por esta vla es mucho menor en los 

enlmeles {jue en el hombre. La tercera rute es le sengulnea; los patógenos transportados por la 

sangre invaden el oldo medio (Ettlnger, S. et al., 2002). 

Diferentes autores mencionan que la otitis media canina es fundamentalmente secundaria a la 

otills externa y que muchos casos son pasados por alto a causa de una exploración poco 

ambiciosa cuendo le otitis externa es evidente (Ettinger, S. et a/., 2002). 

1.2.3 0tItI8 Interna 

La otitis interna suele deberse e le progresión de una infección o neoplasia relacionada con la 

otitis media. En algunos casos, la inflamación puede ser la respuesta a procesos 

floglsticoslneopláslcos en el oldo medio adyacente (Alden, P., 1998). 

Los signos cllnlcos de la otitis Intama incluyen: ataxia asimétrica (caldas), Inclinación cafálica, 

por lo usual, hacia el lado de la lesión. Puede haber parálisis del nervio facial o slndrome de 

Homer. Los signos de paresie o deficiencia propioceptlva asociada con Inclinación de la cabeza 

por lo general Indican enfermedad vestibular central. La enfermedad vestibular bilateral no 

ocasiona Inclinación cefálica. El animal caminará en forma agazapada (Alden, P., 1998). 

La otitis Interna es bastante poco común en el perro y cuando se presenta generalmente es 

consecuencia de una otitis media. Puede llegar a ser causal de presentación de cuadros de 

sordera edqulrlda, bastante extrar'los en el perro (Gotthelf, L., 2004). 

9 



11 UnlveBldad NIICIonaI Autónoma de M6xIco_ FES-C 

1.3 Tratamiento 

La terapia para la oUtls canina Involucra diferentes medlClllmentos, siendo generalmente 

prolongada y de elevado costo, lo que Implica la dl8Contlnuldad del tratamiento y como 

consecuencia la persistencia de la patologla o la recidiva de la misma. El tratamiento local con 
soluciones tópicas adecuad ... para cada CIIlIO, 88 debe b8llar Inldalmente en los resultados 

del examen dlnlco general, 111 otoscopia Y el examen cltolOgIco de 108 exudados (cultivo 

bactertano, mlcótlco yantlblograma). 

El antibiótico 8CI administra localmente, de forma que l1li facilite IIU penetración en 111 cevldad del 

oldo medio. Para las infecciones con ProteUII o PMucJomonu que son bacterias resistentes a 

diversos fénnacos una buena elección el CIoramfenlCol y la GentamIcIna. TlIITIbI6n se 

administran medicaciones locales o bien antla6pt1cos dUuldoa para lITigar el conducto auditivo y 

asl limpiarlo. Este régimen debe continuarse por lo menos de siete a diez dlas. SI no existe 

mejorla de loa signos dlnlc08, estillndicada la 1n1g11Ción del oldo medio (WhIte, P., 1999). Los 

antllnflamatorloa oralol en la otitis, pueden mejOOllr y facilitar el tratamiento junto con limpieza 

local constantemente, adem4s de un aseo oompleto de la mascota. 

La IncUnad6n de la cabeza es frecuentemente 81 último signo que desaparece y puede 

pennanecer durante aem8ll8S, aunque en otros aspectos el perro 88a completamente normal. 

SI persiste la Inclinación de la cabeza y han desaparecido loa otros signos de enfennedad, 111 

Prednleolona oral puede acelerar su reaoIudón (WhIte, P., 1999). 

Para C8808 de otitis externe donde existe presencia de levaduras, debe tratarse con diversos 

preparados que contienen uno o varios antibióticos, algún antllnftamatorlo y en muchos casos 

antIfúnglco. En el 90% de loa casos, el perro M cura. El resto recidivan, transform!OO088 en 

ouu. crónica, muy dificil de solucionar y con una partlclpacl6n Importante de levadura. en 

solitario o en colaboradón con bacterias, con resIslencla a antIfúngIcos y antIbiotlcos 

respectivamente. 
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1.4 Ototoxlcldad 

Los fánmacos ototóxlcos afectan la cóclea. el vestlbulo y los canales semicirculares con 

posteriores efectos sobre la audición, función vestibular o ambos. Los agentes tóxicos alcanzan 

el oldo intemo mediante la aplicación local o por ruta hematógena. El desarrollo de la 

ototoxicidad tópica en general requiere un tlmpano perforado y depósitos de material dentro del 

oldo medio. Puede haber dano selectivo de la cóclea, IIpllrllto vestibular o ambos. El dono 

puede residir en las células pilosas, eslrla I/ascular, órgano de Corti, neuroepitelio del aparato 

vestibular o neuronas asociadas (Aiden, P., 1998). 

Dentro de lo cabe podemos mencionar algunos fármacos y sUlltanclas ototóxicas: 

Anlibióticos amlnoglúcosldoll: Amikamicina, Kanamlclna, Estreptomicina, Neomicina, 

Gentamlclna, Erltromlclna, Polimixina, Minoclcllna, Vancomlclna y Cloramfenicol. 

Diuréticos del olla: Furosemida, Bumetanida '1 Ácido etacrlnlco. 

Antisépticos: Clorhexldlna, Etanol, Yodo ('1odóforos), Cloruro de benzalconio, Cloruro 

de benzetonlo y Cetrlmida). 

Otras sustancias: Propilenglicol, Clsplatlno, Cloruro de Estano Trimetllo '1 Bromuro de 

Estano Trietilo, Quinina, Plomo, Mercur1o, Arsénico, Salicilatos y Detergentell. 
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Distintos productos derivados de la apicultura se utilizan desde tiempos inmemorables, para 

tratar diferentes dolencias; en el papiro de Ebers ya se hacia referencia a las acciones del 

propóleo. El termino propóleo proviene del griego pro: delante o en defensa de y polis: ciudad; 

delante de la ciudad. es decir, de la colmena (Bedascarrasbure, E. et al., 2003). 

Aristóteles ya hablaba de rropóleo y lo consideró corno "remedio para infección de piel, llagas y 

supuraciones". Galeno en el siglo 11, menciona el propóleo en sus trabajos asi como el filósofo 

Persa Avicena. Los incas lo utilizaban cuando se presentaba un cuadro de infecciones febriles 

y los franceses en los siglos XVII y XIX para el tratamiento de llagas. Pero se empleo en África 

del Sur en la guerra de los Boers en el aM de 1900 para tratar heridas infectadas, como 

cicatrizante, asl como para desinfectar las manos e instrumentos quirúrgicos. 

1.5.20rtgen 

Las abejas (Apis mellitera) recogen con sus mandibulas particulas resinosas de las yemas, 

brotes y peciolos de las hojas de diferentes vegetales y, una vez en la colmena, las mezclan 

con cera y secreciones salivales para obtener el propóleo. La producción anual de esta resina 

(10--300 g/colmena) difiere en función de la variedad de abejas, el clima, la flora y el método de 

recolección. Utilizan el propóleo para recubrir todas las grietas y aberturas de la colmena. 

Además de cumplir esta función, el propóleo evita contaminaciones debido a que posee 

acciones fungicida y antibiótica (Cafarchia, C. et al., 1999). 

Imagen 4. Recolecta de polen Imagen 5. Apls mel/ifr¡r!!. secretando 
y otras sustancias por Apls me/lifera. propóleo. 



U Unlveraldad Nacional Autónoma de MéxIco_ FES-C 

Su color es variable de Il8Qro-café hasta amarillo dependiendo del origen (ver Imagen 6), Su 

olor tambI6n difiere, la mayor1a de loa caeos 88 agradable Y otros recuerdan a su origen 

vegetal, ademils poseen un olor predominante a cera (Clane, E. et -'., 1997). 

1.15.3 Com~lclón 

_. --_.. -_ ... _. __ . -._ ..... 

Imagen 8. Propól90 crudo 

Es rico en bloflavonoldes y aceites 888nda\es; ademlls de contener ollgoelement08, vitaminas 

y aminoácidos. Es muy variable su composición dependlendo de la llora Y 81 cUma del lugar. Se 

han encontrado 250 elementos constHutlV08 y unos ~O prlnclpl08 biológicamente actlvo8, lo que 

explica su gran cantidad de propiedades. De los cuales un 50 % son compuestos fen611cos a 

108 que 88 les atribuye acción farmacológica; entre loa fenole8 ldentIficadoII se encuentran; 

ftavonolde8 (ftavon8S, Isoftavonas, ftavononas); Ilicldos aromáticos y SI.l8 esterB8 (icldo cafeloo, 

anémico, ácido ferulico y otros); áddos orgánicos (aeldo benzoico, acldo galleo); aldehldos 

arométlcoa (valnllllna e Isovainllllna); cumarlnas (écldo cumarfnlco, esculetol y 88COpOIetol); 

vitaminas (provltamina A y vitamina B3) y mlaoelementos (aluminio, plata, bario, boro, cromo, 

cobalto, cobre, estano, hierro, magnesio, manganeso, molibdeno, zinc, entre otros (Clane, E. 

et al., 1997). 

Imagen 1, Compuestos IlllnóHoos de ~ farmacológica enc:ontrad08 en .. propóIto. 
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1.5.4 Propledllde. farmacológlc .. 

Dentro de las propiedades que se han demostrado del propóleo se enCuentran: 

antimicrobiana, antllnflamatoria, hepatoprotectiva, antioxldativa, estimulante del sistema 

Inmune, anticariogénlco, antlcarcinogénico, antiulceroso, entltumoral, inmunomodulador, 

antlfúngico, antiviral, antllarvarlo, analgésico, preservador, antialérgico, vasodilatador, 

agregante plaquetario, protector de circulación, permeabilidad y fragilidad capilar, regulador y 

estimulante tiroideo (Bankova, V., 2000; Metzner, J. et al., 1979; Bankova, V, el a/.,1995; 

Hegazi, A. el al., 2000; Ivanovska, N. el al., 1995; Burdock, G. el al., 1998; Hausteen, B., 2002; 

Duarte, S. el al., 2003; Han, S. at al., 1995). 

1.5.5 Mecanlamo de acción. 

La actividad antimicrobiana del propóleo se le atribuye a sus constituyentes: ácidos aromáticos, 

compuestos fenólicos, ésteres, especialmente los flavonoldes, puede ser debido al sinerglsmo 

entre sus componentes (Cowan, M., 1999, Hausteen, B., 2002). 

El mecanismo natural del propóleo sobre lo flslologla de los microorganismos B. subtllls, E. coli, 

R. sphedeoidas, presento un efecto bactericida debido o lo presencia de muchas sustancias 

activas. El efecto bactericida es efectivo contra bacterias Grom positivas y Gram negativas. El 

propóleo y Sus componentes clnámicos y flavonoldes aportan lo energla de transferencia de lo 

membrana cltoplasmétlca e Inhiben la motilidad de la bacteria (Mlrzoeva, O. al al., 1997). 

Por métodos colorimétricos y microscopia electrónica se ha investigado el posible mecanismo 

de aedón antlbacterlal del propóleo llevado a cabo en SIf8plococcus 8ga/aetlaa. Se demostró 

que el propóleo Inhibe el crecimiento de la bacteria; evitando la división de la célula, por 

consiguiente la formación de Streptococcus pseudo multicelulares, ademés desorganiza el 

citoplasma, la membrana citoplasmátlca y la pared celular causando una bacterlóllsls parcial e 

Inhibe la slntesis de protelnas (Takalsl-Klkuni, N. el al .. 1994). 

En la actualidad el propóleo ha tenido una gran importancia en la medicina popular, en 

particular se ha estudiado el efecto sobre los patógenos orales causantes de infecciones y se 

han sugerido estas investigaciones para evaluarse cllnicamente. También se ha demostrado 

que el propóleo tiene acción Inhlbltorla sobre 108 factores de virulencia semejantes a la 

actividad de la IIpasa y la coagulosa de Sttlphy/ococcus lIureus. Ademés hay una interaccl6n 

negativo con 18 adhesión a células y el blofllm formado por este organismo. AsI como el 

SlreptococeulS mut8ns donde el propóleo Inhibe la formación y el desarrollo del biofilm. 

(Scallocchlo, F. et al., 2006). 
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2. JUSTIFICACiÓN 

Dada la complejidad cllnica de la otitis. los médicos veterinarios están obligedos a utilizar una 

amplia variedad de medicamentos por tiempo prolongado y con gran costo. lo que conlleva a 

una discontinuidad de la terapia provocando que los microorganismos desarrollen defensas 

para una resistencia antibiótica o antimlcótlca y como consecuencia que persista la Inflamación 

e Infección. 

De ahl surge la gran expectativa de realizar esta experimentación a base de extractos 

naturales. ya que investigaciones con muestras de propóleos de diferentes orlgenes 

geográficos han demostrado actividades antibacterianas (sobre Staphylococcus 8ur8US y 

Esch8rlchltJ coll). antlfúnglcas (CtmdidtJ albicans) y antlvlral8s (Avian in-f1u8nza virus). 

(KuJumgiev, A. et el., 1999), es por ello que se busca una altamatlva de tratamiento en el caso 

de otitis canina, que no favorezca la generación de reslstenda y que no sea tóxico tanto para 

81 8pltelio como para el conducto auditivo. 

15 



U Universidad Nacional Autónoma de México. FE$-C 

3. HIPÓTESIS 

SI el efecto antlmlcroblano y antifúngico del extracto de prop61eo se evalúa en bacterias y 

levaduras causantes de otitis canina y presenta actividad sobre Staphylococcus tlUf8US. 

Sttlphy/ococcus epidermldls, Pstludomonas aeruglnostl, Eschtlrichia eoli, Proteus mlrttbllis, 

Mtlltlss6zia pachydennatls y Gandida albicans, se utilizaré como una altematlva de tratamiento 

a dicho padeCimiento canino. 
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4. OBJETIVOS 

4.1 General 

Determinar el efecto del extracto de propóleo en bacterias y levaduras de importancia 

en otitis canina, utilizando el método de Mosmann, pare detenmlnar las 

Concentraciones Mlnimas Inhlbltorlas. 

4.2 Partlcularea 

Obtener un extracto seco total de propóleo estéril para preparar una solución de trabajo 

de concentración conocida. 

Aislar e Identificar bacterias y levaduras a partir de muestras otlcas caninas, mediante 

medios selectivos y pruebas bioqulmicas prlmarlall y lIecundarlas. 

Realizar una prueba cualitativa extracto-bacterla a diferentes concentraciones de 

extracto de propóleo, para predecir las propledadell antlmlcrobianas y antlmlcótlcall. 

• Determinar la Concentración Mlnima Inhlbltorla del extracto de propóleo por la prueba 

de MTT sobre Staphy/ococcus aureus, Staphylococcus apidarmidis, Psaudomonas 

aerug/nosa, Escharichla coli, Proteus m/rabllls, Ma/assez/a pachydermatis y Gandida 

a/b/cans. 

Evaluar las propiedades bactericidas y bacterlolltétlcall del extracto de propóleo 

realizando una prueba de crecimiento en placa, para corroborar resultados del ensayo 

en microplaca. 

17 
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11.2 Materllll, equipo, medios y reactivo.. 

MaterlBI 

>- VBSO de precipitados de 1000 mi 

>- ProbetB graduada de 500 mi 

>- Matraz erlenmeyer de 250,500 Y 1000 mi 

>- VBrlllB de vidrio 

l>' Embudo 

>- Cajas petrl de vidrio estériles 

l>' Tubos de vidrio con tapón de rosca 

l>' Frascos ámbar de 100 mi y 20 mi 

l>' Pipetas graduadBs de 1 ,2, 5, 10 mi 

>- MlcroplpetB de 11 1115 Y 100 ¡JI (Oxford) 

>- Termómetro 

>- Mechero bunsen 

>- Soporte universal 

l>' Filtro de bala 

>- EspétulB 

>- Gradilla 

>- AsB bBcterlológica 

>- Puntas para micropipetaa 

l>' Papel filtro Whatman 

l>' Membrana Mllllpore de 0.45 

Equipo 

>- Autoclave AII Amerlcan Modelo 192!5K 

)o Estufa bacteriológica Rloa Rocha SA 

>- Refrigerador IEM. 

l>' Balanza granatarla (Ohaus) 

l>' Agitador Vortex Genle 2 Sclentlflc Industrles Modelo G560. 

l>' Centrifuga Dynac 

l>' Bomba de vaclo Hoffmann Plnther Modelo 0210 

)o Horno Pasteur Rlos S.A. Modelo HS-41 

l>' Perr1l1a con agitadores NOUVA 11 Stlr Plate 

l>' Microscopio óptico Olyrnpua Modelo CHS 

FES-C 
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Material biológico 

Bacterias y levaduras aisladas de casos de otitis canina, proporcionada de dlnlcas veterinarias 

¡. Malassezla pachydermatis 

" Candlda alblcens 

" Pseudomonas aeruginosa 

¡. Eseheriehla eoll 

¡. Proteus mirabllls 

¡. Staphyloeoeeus epldermldls 

);> Staphylococcus aureus 

Reactivos 

¡. Etanol al 96% 

);> Agua destilada 

);> Cloruro de sodio (Productos Qulmlcos Monterrey) 

¡. Dimetil sulfoxldo 

);> MTI SIGMA M-2128 

,. Tren de tinción: Cristal violeta, lugol, alcohol-acetona, safranlna 

¡. Peroxido de hldrogeno 

Medios de cultivo 

¡. Agar sangre(Dlagnóstlca MERCK) 

¡. Agar SM(Dlagnóstica MERCK) 

);> Agar Mac Conkey(Diagnóstica MERCK) 

¡. Agar EMB(Dlagnóstlca MERCK) 

);> Agar BHI (Diagnóstica MERCK) 

,. Agar BHI(Dlagnóstica MERCK) 

,. Agar Verde brillante 

,. Medio SIM. (BIQXQN) 

¡. Medio Citratos. (DIBICQ) 

,. Caldo Urea. (BIOXON) 

¡. Caldo MR-VP. (DIBICO) 

¡. Caldo BHI a doble concentradón. (Diagnóstica MERCK) 

¡. Oxidasa 

);> Agar Dextrosa Sabouraud (Bioxon) 

20 
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1.3 Obt8nc1ón cMl propóleo 

Se compI"Ó en un local de Herbolaria "LAS PLANTAS MEDICINALES DE AMERICA, S.A DE C. 

V". La dlreccl6n es: Guatemala No. 10 locales 12 y 13 Pasaje Catedral, DeleglldOn 

CuIIuht6moc C.P. 06020 W.xico, D. F. 

5.4 Extracción d. propóIeO 

Se pesaron 40 gramos de prop6Ieo, el cual fue cortado en troZOll pequenos. Se colocó en un 

matraz er1enmoyer, adIclonando 800 mi de etanol al 76 % (grado reactivo), con un tiempo de 

agHadOn constante IIproximadamente por 2 honIs Y una temperatura no mayor a 50" C. Se 

controló la temperatura y la exposición 11 lo luz solor, ya que como sabemos olgunOll 

componentes reaccionan o se degradan fécllmente con los factores antes mencionados. 

Después se flHI"Ó con papel Whatman (pllra elimlnllr todaa laa Impuraz88 de tamano 

conslcler8ble) y con membrana de 0.45 ~m se hizo pasar 01 extracto utilIZando preal6n positiva; 

el filtrado se obtuvo en una botella ilmbar aun en condiciones no est6r1le8. Para obtener un 

extracto libre de cualquier contaminación 80 flHr6 la tintura madra en unll membrana estéril de 

nitrocelulosa de 0.45 ~m. 

B extracto etanónco de propóleos 118 vació en un cri8ta/lzlldor manejllndo condiciones est6r1les, 

llevando a sequedad total por medio da rotavapor y horno a una temperatura no mayor de 50· 

C durante una &emana, eliminando el disolvente. 

La materta fI8ClI, se recolectó con ayuda de una eap4tu1a y se colocO en un frasco iImbar, todo 

en condldonea de eeterllldad determinado el rendimiento. 

Im8g11n e. Extracto etlInOllco de propóleo 

21 



D Universidad Nacional Autónoma da México. FES-C 

5.5 Allllmlenlo e Identificación de blcterlal y levaduras. 

Se aislaron e identificaron bacterias y levaduras de muestras otlcas (hisopos), las cuales se 

obtuvieron de cllnicas veterinarias de casos de otitis canina y correspondieron: Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermldls, Escherichia coli, Pseudomonos aeruginosa, Proteus 

mirabJ/Is, Mo/assezia pachydarmatJs y Gandido alblCtlns. Tabla No. 2, 3 Y 4. 

Tlbll 2. IdenUflcaclón de bacterias Gram positivas 

Bacteria Morfologla Catellasa Coagulasa Novoblocina 

Stllphy/ococcus Cocos en + + . 
llurllUS racimos 

Staphy/ococcul'J Cocos en + - S 

tlpldtlrmldls racimos 

Tlbll 3. Identificación de bacterias Gram negativas 

Bacteria Morfologla Motllldad Catalasa Oxldelsa Indol yp RM 

Eschllrichia Bacilos + + - + - + 

coli 

Pseudomonu Bacilos + + + . - -
aeruglnosa 

Proteus + . + - + + 

mlrabJ/ls 

Tlb114. IdenUflcaclón de levaduras 

Levadura Gram Gatalasa Urea Tubo 

Ma/asS8zia 

pachyd8rmatis 

Candida 

albJcans 

... Prueba positiva 

- PrUllbll nllglltlva 

+ 

+ 

+ debll 

. 
._--, .. ~ 

S SlInslbllldad 

• No se realizó 

-

. 

germlnatlvo 

-

+ 

_.~ ~.~~-~ 

Citrato 

-

+ 

+ 

Agar selectivo 

Dextrosa 

Sabouraud + 

Aceite de oliva 

Nickerson 
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5.1 Prueba euaUtattva u:tnu:Ito-bIIctrta 

FES-C 

Para reaUzar esta prueba se preparó UIlII solución de axtracto a dII'Brente8 concentraciones y 

fue de 111 siguiente manera: 

Se pesó 1 gramo de extracto de propóIeo eatériI Y MI dIeoMó en 10 mi de gllcer1nl!l eat6t1I, se 

calentó ligeramente partl disolver, después se procedió a reeNzar dUuclonu pal1l tener 

soluciones a diferentes concentradones (ver figura 1). 

Figura 1. Diluciones del extracto de prop6leo 

-
Se realizó una prueba de esterilidad en agar 8H1 p.rtI cada l.IfW de 188 diluciones del extracto 

de pr0p6leo. 

Las cepo a utilizar se activaron en ag.r BHI 24 honls antes, Incubérxto.e a 37" e y se 

eatandarlzaron al 0.5 de M.e Far1and en tubos con caldo BHI est6t11. 

Se hizo un sembrado masivo en places de ag.r BHI para cada bI!Ider1a ylo levadura 

previamente estandarizadas y se Incubó por 10 minutos en '- estufa a 37" C. 

Se colOCó directamente 100 1.11 de cada dilución del extracto de prop6leo en su respetlvo 

ruadrante (1 - 2 - 3 - 4) 80brela placa e Incubamoa las placua 37" C por 24 horas. 
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11.7 Pruebll cUllntltatlvl extl'llcto-bllcterlll (Método Colorlm6trlco de Moamllnn) 

Se pesó 1 gramo de propóleo, se disolvió con 3 mi de DMSO y se llevó a un volumen total de 

10 mi con glicerina estéril. lo cuél se mantuvo en refrigeración a 4'C y se colocó en un frasco 

émbar estéril (solución de trabajo).Concentraclón = 100 mg/ml 

Se realizó una prueba de esterilidad a la solución de extracto de propóleo. Se tomo una asada 

En una caja de agar BHI se sembró a la bacteria y/o levadura en forma de dilución americana 

Inrubéndose a 37° C durante 24 horas. Se procedió a preparar una suspensión con bacteria y/o 

levadura en caldo BHI a doble concentración, Igualando al 0.5 del Nefelómetro de Mac Farland. 

Se procede a realizar el ensayo en la mlcroplaca: la tabla 5 representa una mlcroplaca la cual 

cuenta con 96 pozos con columnas del 1 al 12 y las filas de la A a la H, corresponden dos filas 

para una misma bacteria y/o levadura. La columna 10 Y 11 corresponden a un control positivo y 

uno negativo respectivamente y la columna 12 al blanco. 

De la columna 2 a la 9 se realizaron diluciones de nuestro extracto como se muestra en la 

figura 2. quedando asl un volumen total de cada pozo de la microplaC<l de 200 111 

Tabla 5. Ensayo en mlcroplaca. 

10 11 12 

1 2 3 4 5 e 7 B 9 Control + Control - Blilnco 

A 

r-s- 100pl 100 111 SSF + 

le EP+ 100 111 de 100 111 de BHI 100 111 100 1-11 

ro- BHI 11 doble doble SSF + EP + 100 

'""E concentrl!lclón conc&ntrl!lclón. 100 111 1-11 

r-¡o- con bl!lcterlll o con bacterlll o de Caldo de Cl!lldo 
levl!ldurl!l Ittv8dur8 11 BHI sin BHI sin 

"G" 
__ o 

estandarlzadl!l probar bacteria bl!lctllrl8 
r-¡:¡- ._. 

0.5 Mac 8standarlZllda 

Farland 0.5 Mac 

Farlllnd 

(Mosmann, T. ot 8/., 1983; Denls, G. !!It !!I/1986). 
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En el siguiente nquema se representa las diluciones que MI hicieron del pozo 2 al 9, esto 

para cada fila, ya que como se mencionó anterionnente se utUlzaron dos ftIaa para cada 

baCteria y/o levadura. 

FIgura 2. Diludonea para la mla"opIaca 

DUuclon8l2= 1:2, 3-1:4, 4=, 1:8, /5-1:18, 8"1:32, 7-1:84, 8-1:128, 9= 1:256. 

Se incuba la mia"opIaClll a 37" C de 18 a 24 horas. De8pu6s del tiempo de incubación se 

observa la mlcroplaca, se realiza una lectura vi8ua1. Se debe de observar total transparencia y 

aueencla de turbidez en la columna del control negaUvo y blanco, mientras que en la columna 

que COlTMponde al control positivo debe de presentar turbidez. 

Se comparan loa pozos problema con loa controles y el blanco y MI determina si presentan 

turbidez o no. SI existe la presencia de turbidez y entre mas se asemejen al Control Positivo 

IndlCllln un crecimiento de la bacteria por \o cual el CI1ldmIento de esta no se inhibe por el 

axtracto que se esta probando. Los pozos que no presentan turbidez y entre mis se asemejan 

al control negativo indican que no exlate un a'9Cimlllnto de la bacteria, por \o rual el extracto 81 

preaenta un efecto Inhibitorio del crecimiento del microorganismo. 

Nota: Se rullza l. estandarlzaclóo al 0.5 de Mee F.n.nd huta que MIiInga lA dUwor- en mlcroplaca. 
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5.8 Prueba do MTT (bromuro 3-(4,5..(1lmeUltlazol-2-1I)-2,5..(1lfenll tIItntzollo) 

Esta técnica permite observar y determinar fácilmente que pozos de la microplaca presentan 

crecimiento y en que pozos este se ha inhibido por acción del extracto. Se realizó adicionando 

a todos los pozos de la microplaca 5 ¡JI de reactivo bromuro 3-(4,5-dlmetlltlazol-2-1I)-2,5 

dlfenlltetrazollo (Mln el cual presenta un color amarillo. Se incubó durante 15 a 30 minutos. 

SI no hay presenda de bacterias viables en el pozo el MTI permanecerá de color amarillo, 

mientras que si hay bacterias viables el Mll va a virar a color violeta/morado y asl determinar 

la CMI, cuyo fundamento se basa en la reducción de la sal de tetrazollum (Mll) por medio de 

la enzima lactato deshidrogenasa o aspartato aminotransferasa, dando como producto de 

reacdón el formazan que es una sol Insoluble en agua de color violeta, ruyo cambio nos 

permite determinar la presencia de células vivas, con lo cual se dice que el extracto a probar 

esta Inhibiendo o no su credmlento, dando asl sus propiedades antimicrobianas o antlfúnglcos 

de nuestro extracto .. 

5.9 En .. yo bacterlcld.-bacterloat6Uco 

Después del tiempo de incubación de las microplacas y antes de agregar el reactivo de MTI, 

se tomó una asado de muestra de cada pozo y se sembró en una caja de agar BHI, 

Incubándose durante 24 horas a 37" C. 

26 



l~ Universidad Nacional Autónoma de México. 

\.:~-0':; 

6. RESULTADOS 

6.1 Aislamiento de bacterias y levaduras 

FES-C 

Se recolectaron 10 muestras provenientes de exudados de perros con otitis externa, diferentes 

grupos de bacterias y levaduras se aislaron e identificaron en el Laboratorio de MiO"obiologla, 

presentándose con mayor frecuencia Ma/assezllJ pachydermatls (3 I 30 %), Pseudomonas 

ae(uginosa (2 I 20 %), ProtBUS mirabilis (1 I 10 %), Staphy/ococcus aureus (2 I 20 %), 

Staphylococcus epidermidis (1 I 10 %), Escherichia coli (1 I 10 %) Y Gandida albicans (1/10 

%) (Ver grafica 1). 

Graflca 1. Porcentaje de aislamiento de bacterias y levaduras de casos cHnicos de otitis 

canina. 

Dllltrlbuclón porcentual de bacterlaay levaduI'1II8 
alslada8 da 10 muo8D'ólls do otitis canina 

10% 

o M. pachydermatis • P. 88rvginoS8 

O S. eploormidis • P. mlrsbHls 
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FES-C 

6.2 Extracto propóloo 

Se obtuvo un extracto de propóleo con calidad microbiológica (libre de cualquier contaminación 

por hongos o bacterias), con un rendimiento de 11.5 gramos/BOOm!. 

Se preparó una solución del extracto de propóleo a diferentes concentraciones. 

Tabla 5. Concentración de la solución de extracto 

~ Dilución 

1: 1 

1 :10 

1:100 

1 :1000 

100 

10 

0.1 

Para cada solución de extracto de prop61eo se le realizó una prueba de esterilidad en una 

placa de agar BHI, no hubo ningún tipo de crecimiento microbiano (ver imagen 9). 

1m ligan 9. Prueba de ester1lldad del e><lmcto de prop61eo a las diferentes concentraciones. 
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6,3 Prueba cualitativa eJrtracto-bacwrla 

En la prueba cualitativa se evaluó la susceptibilidad de las 7 cepas incluyendo bacterias y 

levaduras aisladas de casos de otitis canina, todas (100%) presentaron sensibilidad al extracto 

de propóleo a las diferentes concentraciones. 

Para Ma/ass8zia pachydt'Jnnatis nótese inhibición de crecimiento de dicha levadura a la 

concentración de 100 y 10 mg/ml (cuadrante 1 y 2 respectivamente), y para la concentraciones 

de 1 y 0.1 mg/ml (cuadrante 3 y 4 respectivamente) no hubo efecto Inhibitorio (ver Imagen 10). 

Imagen 10. Inhibición de crecimiento de Ma/asstlz/a pachydermatis a diferentes concentraciones del 
extracto de propóleo. 

En Gandida albicans se observa inhibición de crecimiento a la concentración de 100, 10 y 1 

mg/ml (cuadrante 1, 2 Y 3 respectivamente), y para 0.1 mg/ml (cuadrante 4) no observa 

inhibición (ver imagen 11). 

Imagen 11. Inhibición de crecimiento de Gandida alblcllns a diferentes concentraciones del extracto 
propóleo. 
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stBphylococcus Bur8us se observa inhibición de crecimiento a la concentración de 100 Y 10 

mg/ml (cuadrantes 1 y 2 respectivamente) y para 1 y 0.1 mg/ml (cuadrante 3 y 4) no hay efecto 

Inhibitorio (ver imagen 12). 

tmagon 12. Inhibición de crecimiento de Sfaphy1ococcus aumus a diferentes concentraciones de extracto 
de propóleo 

Stsphylococcus epidermidls se observa el efecto de inhibición a una concentración 100 mg/ml 

y 10 mg/ml (cuadrante 1 y 2). Y para 1 y 0.1 mg/ml (cuadrante 3 y 4) no hay tal acción del 

propóleo (ver imagen 13). 

Imagon 13. Inhibición de crecimiento para Staphy/ococcu$ 9pidarmidis a diferentes concentraciones del 
extracto de propóleo 

30 



"',......011 ..... 17 

~ Universidad Nacional Autónoma de México. 

, ; .1foj' •.. 

FES-C 

En el caso de Escherich;a col; la inhibición de crecimiento es mayor a una concentración de 

100 mg/ml (cuadrante 1) que 0110 mg/ml (cuadrante 2) ya que observa ligeramente el efecto de 

inhibición. Para la concentración de 1 y 0.1mg/ml (cuadrante 3 y 4) no hay efecto Inhibitorio 

(ver imagen 14). 

Imagan 14. Inhibición de crecimiento de Escherichia coll a diferentes concentraciones del extracto 
propÓleo. 

Para Pseudomonas aeruginosa el halo de inhibición a una concentración de 100 mg/ml y 

menor a 10 mg/ml (cuadrante 1 y 2 respectivamente) yen la concentración de 1 y 0.1 mg/ml 

(cuadrante 3 y 4) no hay tal acción Inhibitoria del propóleo (ver imagen 15). 

Imagen 16. Inhibición de crecimiento de Pseudomon8s aeruf}inosa fI diferentes concentraciones del 
extracto de propóleo. 
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Por ultimo para Proteus mirabilis el efecto Inhibitorio del extracto de propóleo se observa a la 

concentración de 100 mglml y muy ligeramente a 10 mglml (placa 1 y 2 respectivamente). Y no 

presenta efecto Inhibitorio a una concentración de 1 y 0.1 mglml (placa 3 y 4) (ver imagen 16). 

1 

Imagen 16. Inhibición de crecimiento de Proteus mira bilis a diferentes concentraciones del extracto de 
propóleo. 

Tabla 6. Concentraciones inhibitorias de crecimiento de extracto de propóleo sobre bacterias 

ylo levaduras. 

Bacteria 

levadura 

-------;---_. ----- .. _----,-~~ 

ylo Concentración mg/ml 

100 10 0_1 

M. p8chydfJrmBtis - -_.-
... - -

+ 
-

+ 

CandidB"albicans 

S. epidfJrmldls 

S_- aureus 

----

... _-
+ + 

+ + 
-t---f--. -

+ + 

E. coli 
- ------t-----t+ -/-:-_---t-+------r---¡-

._---- --
P. mirabi/is +1- + + 

P. at'JruginosB +1- + + 
._- ---

(-) Inhibición de crecimiento; (+) Hay creCimiento; (+/-) Ligero efecto Inhibitorio 
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6.4 Prueba cuantitativa (técnica de Mosmann) 

Se realizó el ensayo en microplaca extracto-bacteria por el Método de Mosmann, evidenciado dicha 

prueba con el reactivo de MTT, que en su fonma reducida cambia de color morado púrpura, por 

acción de la enzima deshidrogenElsa, la cuElI indica presencia de bElcterias viables y al penmElnecer 

su color amarillo indica que no hay crecimiento de microorganismos, hay efecto inhibitorio de 

nuestro extracto (ver imagen 17). 

Imagen 11. Ensayo en microplaca extracto - bacteria Inhlbicion de crecimiento (A·B) Staphy/ococcus 
sureus, (C· O) Escherichia colI, (E·F) Proteus mira bilis, (G-H), Candldfl fllbicans. (1-9) Diluciones del 
extracto de propóleo. (10) control positivo, (11) control negativo, (12) blanco. 

Imag.,," 18. Ensayo en microplElca extracto-bacteria. Inhibición de crecimiento. (A-B) Stephy/ococcus 
epidermldls, (e-O) Ma/assezia pachydermatls, (F-G) PseudomonBs aerUf}inoSB. (1-9) Diluciones del 
extracto de propóleo. (10) control positivo, (11) control negativo, (12) blanco. 
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Una vez realizada una lectura visual del ensayo de la mlcroplaca después de agregar el MTI 

determinamos las concentraciones mininas inhlbltorlas de nuestro extracto (ver tabla 7). 

Tabla 7. Lectura visual de la microplaca (extracto-bacterias y/o levaduras). 

POZO ~.~. 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Concentración mg/ml 

Bacteria y/o 100 50 25 12.5 6.25 3.12 1.56 0.78 0.39 C+ C- B 

levadura 

S. aureus - - - - - + + + + + - -
E. co/i - - + + + + + + + + - -

_. -
P. m/rabilis - + + + + + + + + + - -

C.olblcans - - - - - - + + + + - -
S. aureus - - - - - - + + + + - -
S. 8pid8rmidis - - - + + + + + + + - -

M. - + + + + + + + + + - -
pachyd8rmatis 

P. aaruglnosa - + + + + + + + + + - -

(-) No hubo crecimiento; (+) Hay crecimiento 

Control poBIUvo (C +): blclona y/o 10VftduraB on eHI + SSFE; Control 000"11\10 (C .): eHI Iln blClerll y/o h.vftdurll + 

SSFE; Blftnco (B): EP + eHI .In blclerla y/o lovadura. 

Se determinaron les Concentraciones Mlnlmas Inhibitorias (CMl's) del extracto de propóleo 

para bacterias y/o levaduras que manejamos en la mlcroplaca (ver tabla B). 

Tabla 8. CMI del extracto de propóleo para bacterias y levaduras . 

..... ~" -
Clasificación Microorganismo CMI (mglml) 

Malass8zla pachyd8rmtJtlI!J 100 
Levaduras 

Candlda alblcanl!J 3.12 

Gram Staphylococcus tJuraus 6.25 

positivas SttJphylococcus aplcJermldls 2!S 

El!Jcharichia coll !SO 
Gram 

PI!J8udomonas a8ruglnosa 100 
negativas 

Prot8US mlrabllls 100 

34 



U UnlV8!1lldad Nacional Autónoma de M6xk.:O. FE5-C 

SúJphylococcus lJureU$. Del cuadrante 1-5 que correeponden a las concentraciones 100. SO. 

25. 12.5 Y CM181I6.25 mgIml en donde SIl observa el afecto bactar1cldll (ver imagen 19). 

Imlgen 18. Enlllyo bactericida bactllnoat6t1co de stlphytooocCus aUfI!IUs. 1.2, 3.4 .... dlluclones del EP, 
10: control positivo (SSF + bacter11 en BHI). 11: control negativo (SSF + BHI), 12: blanco (EP + BHI). 

staphyt0c;0c;cu3 epJdormldllS. Se ob8orvIIla acci6n bactericida a una concentraci6n de 100. 50 Y 

25 rng/ml (cuadrante 1. 2 Y 3 reapectlvamante). 1010 que en la segunds corr1da dicho efecto le 

observa en 109 dos primeros cuadrantes (ver Imagen 20). 

Imagen 20. EnSll'fO bactericida bactlrIostlllllco Stsphylococcus 8pldermld/S. 1.2. 3.4, ... dIlucloMS del EP. 
10: control poaHIvo (SSF + bacteria en BHI). 11: control negativo (SSF + BHI), 12: blanco (EP + BHI). 
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7. DISCUSiÓN 

La otitis es una enfermedad de I!Itlologla multifactorial que comúnmente afecta a caninos. 

Representa una patologla compleja que se asocia a infecciones causadas por bacterias y 

levaduras y que muchas veces no corresponden a los tratamientos, debido a la diversidad de 

microorganismos que pueden proliferar en el conducto auditivo, muchos de ellos presentan una 

complejidad en la elección del antibiótico o antlfúnglco especifico ( Andrade, O. A. (2007). 

La terapia para la otitis canina Involucra a la polifarmacia, siendo generalmente prolongada y 

de elevado costo, lo que implica la discontinuidad del tratamiento y como consecuencia la 

resistencia de la patologla o la recidiva de la misma. Cabe mencionar que los antibióticos de 

mayor uso por los médicos veterinarios son Clprofloxaclna, Ampicilina, Sulfametoxasol

trimetoprlma, Cloramfenicol, Furazolidona, Cefotaxlme y Gentamicina (Lozina, L. et al., 2005). 

Dado que mucha de la terapia a base de los antibióticos antes mencionados resulta Ineficiente, 

surge la necesidad de formular presentaciones que no favorezcan la resistancla al Igual que no 

sean tóxicos para el conducto auditivo del animal, realizando investigaciones en diferentes 

partes del mundo, buscando altematlvas de tratamiento efectivas y económicas con productos 

naturales. De ahl nuestro objetivo principal del presente trabajo que es evaluar el efecto 

Inhibitorio del extracto de propóleo en bacterias y levaduras causantes de otitis canina, cuyo fin 

es ofrecer una alternativa a futuro de tratamiento, con opción de proponer una forma 

farmacéutica, para dicho padecimiento. 

El prop6leo es una resina cérea, de composición compleja y consistencia viscosa, que la6 

abejas elaboran a partir de partlculas resinosas de diferentes vegetales y qua utilizan en la 

construcción, reparación y protección de la colmena. Este producto es ampliamente utlllzedo 

por sus variadas actividades biológicas, entre las cuales se puad en mencionar la 

antlnnametorla, antlvlral, antibacteriana y antlfúnglca (Lozlna, L. et al., 2005). 

Se lograron aislar bacterias Gram positivas, negativas y levaduras de casos de otitis canina, los 

porcentajes de aislamiento concuerdan con diferentes estudios, Ma/a!!8ZIIil plilchydermatls, 

Stsphylococcus aureus y Pseudomona3 Mruginoss con mayor frecuencia y menor Proteus 

m/rabllls y Cendlda alblcans (Andrade, O., 2007; Fernéndez, G. et al., 2006; Lozlna, L. et al., 

2005). Cabe mencionar que en estos trabajos el tameno de muestras es mayor a le 

Investigación realizada por nosotros. 
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Revisando publicaciones donde se evalúa el efecto de propóleo nos dimos a la tarea de 

realizar una prueba cualitativa extracto-bacterlallevadura en placa de agar BHI, para ello 

empezamos preparando una solución a base de glicerina, en la cual se observó dificultad al 

pipetear y al colocar sobre la superficie del agar, esto lo consideramos a que la glicerina es un 

material muy denso. Por lo que en la prueba cuantitativa utilizamos un disolvente orgánico, 

disolvimos el propóleo en 3 mi de Dimetil Sulfóxldo (DMSO) y se llevó a un volumen total de 10 

mi con glicerina estéril, esto para fadlltar las dlludones en la mia-oplaca. 

En la prueba cualitativa vimos un efecto inhibitorio dependiente de la concentración, ya que 

pudimos detectar que la Inhibición del propóleo es más eficiente sobre levaduras y bacterias 

Gram positivas que en bacterlas Gram negativas. Esto lo consideramos a que la composición 

bioqulmica de la pared celular debe estar Influyendo an el mecanismo de acción de propóleo. 

Se podrla comprobar en un trabajo a futuro por medio de la Microscopia Electrónica de 

Transmisión, tlndón de azul de toluidina, tinción con bromuro de etldlo, metodologla que 

desarrollo Martlnez C. para evidenciar el dano celular del propóleo, lo que nos pudiera ayudar a 

determinar el mecanismo de acción. 

En el caso para Proteus mirabilis tuvimos a bien modificar la prueba comparade con el resto de 

las bacterias y levaduras ya que se podrla tener resultados falsos-positivos, esto debido a que 

dicha bacterla Invade toda la placa (efecto swarming), al igual que para el ensayo bactericida -

bacterlostátlco no se realizó, debido a que se necesitarla una caja de agar por cada cuadrante. 

En esta prueba cualitativa observamos que las bacterias Gram negativas (Escherichia coll, 

Pseudomon8s 8eruginoss y Proteus mlrabllls) utilizadas en este estudio, con la concentradón 

de 10 mg/ml hay una ligera Inhibición de credmlento comparadas con el resto de baderlas y 

levaduras, por lo que estarlamos hablando de un efecto bacterlostátlco para dichos 

microorganismos a dicha concentración. En Staphylococcus 8ureus, S. epldermldls y 

M818ssezia pachydermatls el efecto Inhibitorio del propóleo se nota a 100 Y 10 mg/ml y para 

Gandida alblcans dicho efedo se presenta hasta la concentración de 1 mglml. 

Con base en los resultados obtenidos de la prueba cualitativa se observó que todas las 

bacterias y levaduras tratadas con el extracto de propóleo, presentaron sensibilidad. Por lo que 

para la prueba cuantitativa la concentración inicial y de donde se partió para las diluciones de la 

mlcroplaca fue de 100 mg/ml. 

En artlculos revisados se mendona la actividad antibacterlana y antlfúnglca del propóleo, en 

casos de otitis canlne se utilize el propóleo con etanol (a diferentes grados), asl como lo 

mendonan otros artlculos (Bombarda, F., 2007; Alentar, S. el al., 2007; LI-Chang Lu et 81., 
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2005; Enzo, A. el al., 2007).En nuestro caso solo se extrae con etanol y se evapora en una 

estufa a 50 o e para eliminarlo, debido a que el etelnol es un antiséptico que puede Influir en el 

efecto del prop6leo sobre bacterias y levaduras en otitis canina, ademés a que este disolvente 

puede presentar algún dat'io e Irritabilidad al oldo del animal, puesto que el objetivo de nuestro 

trabajo de Investigación como se menciona anterlonmente es ofrecer una alternativa de 

tratamiento. 

Se han realizado diferentes estudios previos sobre el efecto de propóleo, en bacterias y 

levaduras de casos de otitis, utilizando técnicas como: difusión en agar (método Klrby Bauer) 

esta técnica se utiliza para eVelluar la sensibilidad a antibióticos, dilución en agar o dilución en 

Caldo evaluándose el halo de Inhibición y turbidez ell Igual que se han probado propóleos de 

diferentes orlgenes, donde la composición del propóleos varia de acuerdo a la vegetelclón que 

pueda encontrarse en cada reglón especifica. Sin embargo, han demostrado efectos similares 

antimlcroblanos, antlfúnglcos y elntlvlrales, lo que hace pensar que la acdón biológica del 

propóleos no se debe el uno de sus componentes en particular como único elemento 

responsable de las acdones estudleldas, lo que sugiere un sinergismo entre los constituyentes 

(Bosio, K., 2000). 

En el trabajo realizado por KuJumglev, A. et al., 1999 se ha evaluó el efecto del extracto 

etanóllco de propóleo en belcterlas causantes de otitis canina, utilizando propllenglicol y su 

acción slnérglca con antibióticos. Sin embargo, en los resultados sobre algunos bacterias el 

efecto es mayor, no asl en el caso de P$6udomonas aeruglnosa y Proleus mif8bi/is, quienes 

son mas resistentes. Es por ello que nosotros preparamos unel solución de propóleo glicerina. 

Para la prueba cuantitativa, se utilizó la técnica de mlcrodlluclón en placa, ya que algunel de Iels 

ventajas es utilizar volúmenes pequenos de reelctlvos de un modo simple, aunque en el 

aspecto económico, el costo es elevado en la compra de microplaca, pero también cabe 

mencionar que éste método nos proporclonel resultados cuantitativos y cualitativos mels 

confiables. 

En experimentaciones prevln, utilizan la técnica de Mosmann ya que es un ensayo 

colorimétrlco basado en la capacidad de Iels enzlmels deshldrogenasas de las células vlelbles 

para transformar la sell MTI tetruollum a MTT fonmazan (Denis G. ot a/.,1986), por medio de 

esta se ha determinado el efecto citotóxico de algunos extractos sobre IIneels celulares 

(Bola nos U. et al., 2007) o las CMI sobre belcterlels como Ho/ycobscter pylorl, Streptococcus 

grupo A, Esch"rlchla call entre otras, obteniendo resultados Importantes. Apoyándonos en este 

fundamento y sabiendo que lelS bacterias producen este tipo de enzimas, necesarias para 

generar ATP, donde la reacdón es simple y por lo tanto el MTI (oxidado) de color amelrlllo 
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pasa a la forma MTT formazan (reducido) originando un precipitado púrpura, optamos por usar 

dicho procedimiento. 

Se han reportado Concentraciones Mlnimas Inhibitorias (CMI's) del propóleo: Martlnez U. C, 

2006, en Candlda alblcans ATCC 10231 de 0.6 mg/ml y un efecto bactericida de 0.6 mg/ml a 

partir de la 5" hora mediante una curva de crecimiento; Barrios C. G., 2008 reporta MIC's para 

Staphylococcus aureus 6.25 mglml, Stf8ptococcus agalactiae 50 mg/ml, Staphylococcus 

epidermidis 25 mg/ml, Pseudomonas putlda 12.5 mg/ml, Escha'¡chia coli 6.25 mg/ml; Llng 

Chang Lu at al., 2007 para Staphylococcus aUf8US de 3.75 IJg/lJl a 60 IJg/lJl; Y Lozina, L. at al., 

2005, en Ma/assazla pachydarmatls 0.30 mglml. 

Nosotros logramos detenmlnar las CMI para bacterias y levaduras aisladas de casos de otllls 

canina: Staphylococcus aUf8US 6.25, Staphylococcus apldarmidis 25, PS9udomonas 

aeruginoSB 100, Escharlchla coll 50, Protaus m/rabllls 100, Ma/assazia pachydel7718t1s 100 y 

Candida albiCQns 3.12 mg/ml. 

Como podemos observar las concentradones son muy parecidas para Staphylococcus aUf8US 

y S. apldarmldls excepto para Escharlchi/J coli y Gandida albicans. Lo consideramos debido a la 

diferencia en los disolventes, origen del propóleo, además cabe senalar que las bacterias que 

se utilizan en estudios previos son de una colección ATCC y en nuestra Investlgadón son 

aislamientos de casos dlnlcos de otitis canina. 

En la prueba cualitativa no se detenminaron CMI, solo se evaluó el efecto Inhibitorio del 

extracto, ya que como vemos las concentraciones inhibitorias son ligeramente menores a las 

obtenidas en la técnica de Mosmann a excepción de Staphylococcus aUf8US, por lo que 

pudiera uno pensar que la saludó n del extracto con DMSO que se trabajo en la microplaca 

estuviera Influyendo en los resultados obtenidos, aunque nosotros no realizamos una prueba 

sobre el efecto del DMSO, en una Investlgadón previa realizado por Cortés, J. A., 2008, en 

nuestro laboratorio se reportó que este reactivo no influye en la actividad de propóleo. 

Con lo que respecta al ensayo bacterldda-bacterlostatico del axtracto de propóleo se observa 

un efecto bactericida para bacterias Gram positivas (Staphylococcus aUf8US y Staphylococcus 

epidermldls) y levaduras (Malassez/a pachydarmatls y Gandida albicana) a diferentes 

concentradones y un efecto bacterlostétlco en bacterias Gram nagatlvas. 

Con base a los resultados obtenidos "In vltro" se demuestra y conflnma que toda8 la8 bacterias 

y levaduras que manejamos SmphyJococcus aUf8us, St/Jphylococcus epldarmldls, 

Pseudomonas aeruglnosa, Escherlchla coll, Proteus mlrabllls, Ma/assazla ptJchydel7718tis y 
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Gandida albic8ns, presentaron sensibilidad al extracto de propóleo a diferentes 

concentraciones. Por lo que podemos dedr que la solución de propóleo-gllcerlna a la 

concentración preparada es una alternativa para pacientes con otitis, ya sea, que se encuentre 

el microorganismo solo o combinadas bacterias y/o levaduras, ya que todas (100%) presentan 

Inhibición de crecimiento a una concentración de 100 mg/ml, lo que prevé a no utilizar 

antibióticos especlficos, como es el caso para P. mlrabilis y P. 86ruglnosa que son bacterias 

muy complicadas de tratar ya que son muy reincidentes y generan resistencia bacteriana por lo 

que hay que elegir el antibiótico correcto. 

Ademés de las propiedades antimic6t1cas y antlmlcroblanas del propóleo, tiene propiedades 

antiinflamatorlas, antlalérglcas lo que podrla ayudar al alivio de los slntomas y la mejora del 

cuadro dlnlco del animal. 

La expectativa de nuestro trabajo de investigación fue evaluar el efecto inhibitorio del propóleo 

en microorganismos patógenos causantes de otitis canina, aunado a proponer una forma 

fanmacéutlca (solución ótica) para dicho padecimiento, la cual se ha estado aplicando a 

padentes con otitis canina y lesiones externas, obteniendo resultados favorables. 

También debemos mencionar que es diflcilla obtención de propóleo asl como la adulteración, 

es por ello que el costo de esta resina es muy elevado, pero el rendimiento es muy bueno, lo 

que representa ventajas para la posible elaboración de una fonma farmacéutica. 
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8. CONCLUSIONES 

.. Se cumplieron satisfactoriamente los objetivos aunado a los resultados obtenidos que 

nos muestran que el extracto de propóleo tiene efecto bactericida y fungicida. 

.. Obtuvimos un extracto seco total de propóleo con calidad microbiológica (sin 

contaminación microbiana). 

.. Se evaluó el efecto inhibitorio del extracto de propóleo sobre bacterias y levaduras 

(Ma/ass8z/8 ptJchyd8rmatis, Candida a/bicans, PS8udomontJs /JtJruglnoslJ, Prot8us 

m/rabllls, Escher/ch//J coll, Staphy/ococcus aureus, Staphy/ococcus eplderm/dls) , 

mediante una prueba cualitativa extracto-bacteria 

);. Determinamos las Concentraciones Mlnimas Inhlbltorias de propóleo para bacterias y 

levaduras antes mencionadas (100, 3.12, 100, 100, 50, 6.25 Y 25 mg/ml 

respectivamente) por el Método Colorimétrico de Mosmann. 

.. De acuerdo a los resultados obtenidos, proponemos preparar la solución de extracto de 

propóleo a una concentración de 19 I 100 mi, como una posible altematlva de 

tratamiento en olltls canina. 
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9. APENDICE 

9.1 Preparación de re.ctlvos 

MTT 

Disolver 5 mglml de MTT en RPMI-1640 sin rojo de fenal. 

Filtrar con membrana de 0.22 ~m. 

Guardar a una temperatura de 40 C, hasta su uso (Denl!!, G. et el., 1966). 

SSF esterll 

Por cada 100 mi de agua destilada agregar 650 mg de NaCI. 

FES-C 

Esterilizar en autoclave a 121 0 C, 15 libras de presión de vapor durante 15 minutos (Koch, A.L. 

1994). 
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10. ANEXO 

10_1 Propiedad •• d.1 DMSO y MTT 

DMSO (Dlmetil sulfóxido) 

Es un liquido orgánico altamente polar y miscible. Es básicamente inodoro y tiene un bajo nivel 

de toxicidad. El DMSO es un solvente aprotlco bipolar y tiene un punto de ebullición 

relativamante alto. 

El DMSO es un disolvente único versátil. tiene una constante dieléctrica alta (491) pero no 

forma enlace de hidrogeno en estado puro. Es un disolvente poderoso para iones Inorgánicos y 

compuestos orgánicos. 

El DMSO penetra fácilmente la piel, usado para promover la absorción epidérmica de fármacos; 

sin embargo, el DMSO puede causar la absorción de suciedad y veneno (65). 

MTT (Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-1I)-2,S-dlfenll tetrazollo) 

Es un colorante amarillo soluble en agua derivado de sales de tetrazolio, el cual es reducido 

por las células vivas a un producto formazan azul Insoluble en soluciones acuosas. La cantidad 

de formazan generado es directamente proporcional al número de células viables (Kelen, M. "t 
al .. 2006). Las células en fase de crecimiento exponencial son expuestas a las sustancias que 

se desean evaluar y se dejan crecer por dos o tres ciclos con el propósito de distinguir entre las 

células que permanecen viables y son capaces de proliferar (66). 
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