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RESUMEN

Una de las investigaclones importantes de Interés econdmico y de salud publica para la
Industria farmacéutica en el area veterlnaria, es el desarrollo de nuevos antibidticos y
antifangicos de gran espectro, ademas de que no generen resistencia, en padecimientos de
animales domésticos cuya importancia radica en la interaccldn mascota-hombre, el cuidado y
proteccion tanto del animal como el propletarlo. Es por ello que se genard una gran expectativa
de buscar un tratamlento altemativo a base de productos obtenidos de la naturaleza en

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

El propoleo es una sustancla resinosa, gomosa y de consistencia balsamica, recogida de
ciertas partes de los vegetales por las abejas Apis malfiifera que las trangportan al interior de la
colmena modificAndolas en parte con sus secreciones (ceras y secreclones salivares). Se
compone de bioflavonoides y aceites esenciales; ademas de contenar oligoelementos,

vitaminas y aminodcidos.

Se prepard una solucion hidroalcohdlica de propoleo al 20 % y por medio de filtracién con
membranas de nitrocelulosa de 0.45 jg se realizdé su esterilizacion, después se llevo a
sequedad total, obtenlendo un extracto seco total de propdleo estéril, se pes6d 1 gramo
disolviéndose en 10 ml de glicerina estéril. Obteniéndose una solucidn de extracto de propdleo
con Calidad Microbioldglca para lo cual se realizaron diluciones, teniendo concentraciones 100,
10, 1y 0.1 mg/ml.

Se aislaron e Identificaron 7 cepas de bacterias y levaduras de casos de ofitis canina:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichla
coli, Proteus mirabilis, Malassezia pachydermatis y Candida albicans.

Para evaluar el efecto inhlbltorlo del propdleo frente a los agentes infecciosos de ofitis canina,
se realizé una prueba cualitativa a las diferentes concentraciones de nuestro extracto, en
placas de agar BHI con las bacterias y/o lesvaduras, evaluando asi las propledades

antlbacteriana y antimicotica frante a dichos microorganismos.

Para determinar las Concentraciones Minimas Inhibitorias, se realizd una prueba cuantitativa
(Método Colorimétrico de Moamann), para ello se prapar6 una solucién a base de propdleo (1
gr de extracto de propdleo + 3 ml de DMSO y 7 ml de glicerina). Se procedié con el ensayo en
microplaca (extracto-bacteria), efectuando una seris de diluciones de nuestro extracto y se
incubd durante 24 horas. Seguldo de la prueba con el reactivo MTT, la cual consiste en
demostrar si hay bacterias viables mediante la enzima lactato deshidrogenasa o aspartato
aminotransferasa, la cual reduce al compuesto, dando como producto de reaccién el formazan



que es una sal insoluble en agua de color vicleta. Lo que indica que el propdleo presenta
propiedades antimlcrobianas, inhibiendo el crecimiento de dichos microorganismos tratados.
Para comroborar esta prueba se realizé un ensayo bacterlcida-bacteriostatico en placas de agar
BHI.

Los resultados obtenidos fueron favorables ya que se demostré que el extracto de propoleo
tiene efecto al Inhibir el crecimiento de las bacterias y/o levaduras de importancia en otitis
canina y las Concentraciones Minimas Inhibitorlas (CMI's), en mg/ml son las siguientes:
Staphylococcus aureus (6.25), Staphylococcus epidermidis (25), Pseudomonas aeruginosa
(100), Escherichia coll (50), Proteus mirabilis (100), Malassezia pachyderrmatis (100) y Cand/ida
albicans (3.12).

El extracto de propdleo tuvo efecto inhibitoric “/n vitro” sobre todas (100 %) las bacterias y
levaduras, siendo una alternativa de tratamiento para la ofitis canina.
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1. INTRODUCCION
1.1 Otitis canina

La otltis as el término médico para denominar la inflamacién del canal auditivo, es un proceso
infeccioso que evoluciona en el conducto auditivo, generalmente agudo, aungue puede llegar a
sar crénico. Su localizacion puede ser el oido intemo, medio o el exteno. La olitis que se
estudiard en este trabajo es de etiologla bacteriana y micdtica. La mayorla de estos
microorganismos son habitantes normales del canal auditivo, sin embargo, su nimero se puede
multlplicar, 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
humedas, aunque también se puede presentar en las épocas secas, afectando a cualquier raza
de perros convirtiéndose asi, en una de las causas mas importantes de visita a las clinicas
veterinarias (Andrade, O., 2007).

1.2 ClasHicaclon

En general, la clasificacion de |as afecciones inflamatorias del oldo, puede realizarse
considerando una seﬂe de factores; dentro de ellos se puede mencionar ja ubicacién de la
inflamacidn, que pudiese pressntarse afectando el oido extemno, el oldo medio ¢ el oido intemo.
Segun el area afectada, la inflamacion se denominarda otitis externa, otitis media y otitis Intema
{Lanz, O. ot al., 2004).

Existe una clasificacion segin agentes etiologicos de otitis canina; dentro de ésta se
menclonan la otitis externa supurativa, la otitls externa micética y la ofitis externa parasitana
(Rosser, E., 2004).

La ofiis supurativa o purulenta es aquella producida por agentes bacterlanos como
Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pssudomonas aeruginosa y Escherichia coll entre
ofros; se caracteriza por presentar Glceras a nivel de la piel del conducto auditivo externo y
todos los signos de ofitis (Colombinl, S. et a/., 2000).

La otitis micotica, también denominada otomicosis, como su nombre lo indica es producida por
hongos; dentro de éstos, el principal agente es Majassezia pachydermatis. En general estas
afacciones se caracterizan por la presencia de cerumen de coloracidn café oscuro, con un olor
muy particular, ranclo, caracteristico de los hongos (Foster, A. et al,, 1998, Masuda A., et al.,
2000).
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La otitis parasitaria, es producida pot el dcaro Ofodectss cynotis. La via de transmialén es por
contacto directo, siendo posible encontrar esta afeccién acompafiada tanto de bacterlas como
de hongos.

Exisie una cuarta clasificacién segin el agente causal de inflamacion, denominada otitis
externa hiperplistica, provocada como consscuencia da una Irmitacién prolongada del conducto
asuditivo externo producto de ofitis no tratedas, manipulacion, frotamientos, entre otros. Se
produce una hipertrofia y endurecimiento de Ia piel, lo cual Heva a un estrechamlento y/o
bloquec del conducto por hiperplasia del tejido. Se produce obstrucclén de la salida de
cerumen, mala oxigenacidn del conducto, entre ofros (Qathold, W. et al, 2005).

1.2.1 Otitis axterna

La ofitts extema es una irflamacion del conducto auditivo externo que sa caracteriza por
eritema, aumento de la descarga o descamaciin del epltelo acompafiada de dolor y/o
Imitacién. Es una afeccién frecuente en el pemo, que representa entre ol 5 y ol 20 % de los
motivos de consulia y cuya eticlogia ea muttifactorial (Carlotil, D. of al., 1998).

Imagen 1. Permo sano

La otltis externa es la afeccidn méas comiin de las tres y es como consecuencia de ésta y de su
cronicidad, que generalments se producen laa otras dos. El signo clinico caracteristico de ia
ofitls externa y media @8 simliar, generaimente denominado otomea, con presencia de variados
signoa de disconformidad, ademas de la posible ruptura de la membrana timpdnica en cuadros
de cronicidad avanzada que traerén consigo el compromiso del oldo medio (August, J., 1988),
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1.2.1.1 Fislopatologia

La Inflamacién dentro del conducto auditivo extemo por cualquier etiologla redunda en
atteraciones del canal, en ocasiones haciéndose cronica, las gléndulas ee agrandan
(hiperplasia) y producen un exceso de cerumen. Se produce un engrosamiento epidérmico y
dérmico (fibrosis) los pliegues del canal engrosados reducen de manera efectiva al didmetro de
aquel que llega a estenosis por completo. La calcificacion del cartllago auricular es un evento
terminal la inflamacion cronica (Sumano, L. et al., 1997).

imagen 2. Otitis extema cronica

1.2.1.2 Etlologia

Muchos son loa factores que contribuyen al desarrollo de OE. Liamaremos primarios a aquelios
eapecificos que inducen en forma directa a Ia OE; predisponentes a aquellos que colocan al
paciente en riesgo de padecer la enfermedad y perpstuantes a aquelios que impiden la
resolucion del problema (Dlaz, M. ot al, 2005).

1.2.1.2.1 Factores primarios

Dentro de los factores primarios da otitls, princlpaimente externa, que corresponden a aquallos
capaces de Iniciar Inflamacién a partir de oldos normales se encuentran:

* Sensibilidad alimentaria, dermatitis atoplca: Los cuadros de otlitis externa as presentan
afectando a peiros con demmatitis atdpica y/o senaibilidad alimentaria en un 50 a 80%
(Rosser, E., 1983). Paclantes con ofitis externa alérgica frecuentemente presentan
sacudimisnto de cabeza y prurito en la zona. La forma de pressriacion més comuin de
estos cuadros de ofitis es la bilateral (Carlotti, D., 1997; Huang y Huang, 1999).
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Hipersensibilldad por contacto y reacciones imitantes: En general los cuadros de
hipersensibilidad por contacto se presentan en paclentes en que se utilizan
determinados productos odticos como Neomicina o Propilenglicol. Es muy dificil
difsrenciar hipersensibilidad de una reaccion imtante, una vez producido el cuadro
inflamatorio (Baksi, S. ot al., 2004).

Reacciones a medicamentos: Provocadas por aplicaclon de medicamentos via
sistémica. Se produce uyna exacerbacion aguda de exudados, erosion, angrosamiento
epidermal y en algunos casos, necrosis (Morrig, D., 2004).

Cuerpos extrafios: Espigas, pastos, polvo entre otros, podrian causar Imitaciones
significativas dentro del ofdo. Inclusive estos elementos, podrian migrar hacia la zona
timpanica y causar un cuadro de ofitls media (Angus, J., 2004).

Inflamacion idiopética / otitis hiperplastica en Cocker Spaniel: Este cuadro afecta
solamente a los ofdos. Una hipersensibilidad local probablemente debida a algun
componente del cerurnen, es la hipotesis que se mantiene en relacion a la presentacién
de este cuadro (Rosychuk, R., 1994; Angus, J., 2004).

Ectoparasitos: Otodactas cynotis causa entre el 5% y el 10% de ofitia en perros. En
genaral se encuantran Infdstadonos an perros menores de un afo. La hipersensibilidad
variable a |a picadura del 4caro causa la inflamacion que acompafia a la Infestacion.
Algunos animales tienen acaros pero se mantienen asintomaticos (Aiden, P., 1998).

Trastornos de la queratinizacién de glandulas sebaceas: El hipotiroldismo,
hiperastrogenismo, adenitis sebdcea y sebomreas idiopaticas (por ejemplo en peros
Cocker Spaniel) pueden asociarse con inflamacién ofica leve, posiblemente como
resultado de la acumulacién de dcidos grasos anommales. Los animales afectados casi
siempre tienen un compromiso cutdneo significativo mas genaralizado (Aiden, P,
1998).

Otros factores primarios: Enfermedades autoinmunes que incluyen cuadros como
pénfigo y lupus eritematoso pueden causar inflamacién. Estos pacientes presantan
lesiones cutdneas que Involucran otras dreas del cuerpo, lo cual facilita su diagndstico
(Angus, J., 2004).
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1.2.1.2.2 Factores predisponentes

Se conocen como factores predisponentes a aquellos responsables de hacer de un oldo un
organo susceptible de sufrir inflamaciones originadas de elementos denominados factores

primarios, que por si solos no serlan causales de otitis

+» Temperatura y humedad: Aumentos en la temperatura amblental, humedad, lluvia y la
practica de la nataclon, han demostrado tener directa relacién con la Incldencia de ofitis
extema. Alzas en la temperatura y humedad dentro del oido predispondrd a cuadros de
olitis a través de la alteracién de las barreras normales funcionales de la epidermis de
la zona (Huang y Huang, 1999).

* Predisposicion anatdmica: Se ha demostrado que existen numerosas predisposiciones
anatémicas a ofitis externa. Orejas pandulosas, quizds debido al pobre grado de
aireacion, con aumento de la humedad y de |la temperatura, presentan cuadros de otitia
extona con mayor faclidad (Hayes H. et a/, 1987). Razas como Cocker Spaniel,
Springer Spaniel, Labrador Retriever, conocidas por su predisposiclon a la
presentacion de otitis externa, presentan un aumento en el tejido glandular caruminoso
(Carlott, D., 1997). '

1.2.1.23 Factores parpetuantes

* Colonizacion e infeccion bacteriana micotica: Entre los factores perpetuantes, que no
inducen la aparicion de la ofitis, pero que impiden su curaclon, podemos nombrar a
bacterias y levaduras. Las primeras se encuentran en pequefia cantidad colonizando
de manera normal, los conductos auditivos de los perros; en presencia de una otitls
extema, las bacterias oportunistas proliferaran provocando cambios patoldglcos
ocasionando una respuesta Inflamatorla, aun cuando el factor primario original ya no
esté presante o activo (Aiden, P., 1998).

Diferentes estudios reportan el aislamiento e identificacion de microorganismos causantes de la
otitis canina entre los qua se encuentran con mayor frecuencia en dicho padecimiento son:
Psesudomonas aeruginosa (22.22 %), Proteus mirabilis (13.89 %), Staphylococcus aureus
(12.50 %), Staphylococcus epidarmidis (8,33 %), Escherichia coli (5,56 %) y Staphylococcus
coagulasa negativa (5.58 %). Por medio de la evaluacion citoldgica se evidencld que
Malassezia pachydermatis se encontré presente en un 69,80 % de los casos estudiados
(Femandez, G. ot al., 2006).
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Tabla 1. Microorganismos aislados del canal auditivo extarno de perros con otitis externa y en
perros sanos.

Bacterla ) Perros Perros

con otitis | sanos
N/ % N/%
Acinatobactar baumanii 21277 -
Bacillus cepaceae 1/1.38 -
Bacillus cereus 3/4.47 1/8.33
Bacillus spp. 0 2/16.67
‘Bacilius subtilis T30 -
Citrobacter diversus 1/1.39 -
Citrobacter freundi 212717 -
Enterobacter aglomerans 17139 -
Enterobacter spp. 1/1.39 -
Escherichia colf 4/5.56 1/8.33
Klabsiella ozaneae 3/417 1/8.33
Pseudomonas aeruginosa 16/22.22 1/8.33
Proteus mirabilis 10/13.89 |-
Proleus vulgarls 1/1.39 1/8.33
Pssudomonas cepacea 1/1.39 -
Sarcina spp. 1/1.39 -
Staphylococcus aureus 9/12.50 1/8.33
Staphylococeus B —hemolitico 2/277 -
Staphylococcus coagulasa (-) 41558 2/16.67
| Staphylococcus epidermidis 6/8.33 2/16.67
Staphylococcus a-hemolitico 1/1.39 -
Staphylococcus intermedius 1/1.39 -
Straptococcus viridans 1/1.39 -

Tomado Femandez, G. of al, 2008,
N: numero de muestras

Las bacterias que con mayor frecuencia se aislan de casos de ofitis canina crdnica son
Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabllis y Staphylococcus epldsrmidis lo cual coinciden
diferentes autores (Carlottl, D., 1991; Grono, L. R. et al., 1969; Mckeever, P. et &/, 1999; Scoft,
D., 1980).
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Los productos metabdlicos, toxinas, enzimas y acldos grasos liberados por bacterias y hongos
durante su crecimiento pueden potanciar la gravedad de la inflamacion. Estos factores pueden
causar Irritacion de las gldndulas que secretan cerumen, aumentando su produccidn y
disminuyendo la ventilacién del oido, creando condiciones favorables para la proliferacidn de
los micraorganismos (Wayne, R., 2005).

Las levaduras contribuyen con frecuencia a la aparicion de otitis externas. La presencia de otro
germen y una disminucion de las defensas en el organigmo, haran que estos microorganismos
proliferen y empeoren la otitis. La levadura presents en éste tipo de infecciones del oldo se
conoce con el nombre de Malassezia pachydermatis y en menor medida Candids elbicans
(Kujumgiev, A. et al., 1999).

Malassez/a se congidera un agente oportunista que prolifera en oidos Inflamados, se
demostrado que causan inflamacion, tal vez es la por interaccddn de los metabolitos de lipldos-
Malassezia (por ejemplo, formaclén de perdxidos) y reacclones del tipo | a 1a levadura o a sus
metabolltos (Aiden, P., 1998)

» Olitis media: Este cuadro mantiene la presencia de una otitls externa mediante su
actividad como reservorio de bacterias, levaduras y otros elementos (Gotthelf, L.,
2004).

« Tratamientos erréneos, sobredosificacion y subdosificacion: Oidos sobretratados
permaneceran inflamados aln cuando la infeccibn presente se haya resuelo. El
mantenar el oido demasiado fubricado también contribuye a la mantencion del
problema. El uso inadecuado de una serie de productos dticos podrla aumentar el
riesgo & presentar resistencla por parte de los agentes causales para tratamientos
posteriores (Morris, R., 2004).

+ Camblos proliferativos; La hiperqueratosis epidérmica, acantosis, fibrosis dérmica,
edema e hiperplasia y dilatacion de gldndulas apocrinas producen engrosamiento
cutaneo que se manifiesta con pliegues. También pueden desarrollar pdlipos y nddulos
piogranulomatosos fibrosos reactivos. Estas alteraciones generan un microambiente
que puede fomentar la residencia de baclerias, levaduras y componentes del carumen
potenclalmente Iritantes (Aiden, P., 1998; Angus, J., 2004).
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1.2.1.3 Signos clinicos

Los signos clinicos asociados con la otitis externa incluyen grados variables de sacudidas
cefdlicas, prurito, dolor, olor y exudacion. Muchos de fos signos de la otitis media también
ocurren con la otitis externa. La imtacion causada por estos cambios se manifiesta por
sacudidas de la cabeza, manoseo y frotacion del oldo afsctado. Algunos animales pueden
presentar indicios de dolor cuando son acariciados sobre el lado afectado, incluso sin
modificaciones dticas externas evidentes (Ettinger, S. ot al., 2002).

1.2.1.4 Dlagnéstico clinlco

Con el examen otoscopico se pueden observar cuerpos extrafios, neoplasias y pélipos, si es
necesario 8e toman muestras para la biopsia. Si el timpano estd roto se pueden obtener
muestras para el cultivo de aeroblos, hongos y levadurag directamente desde el oido medio
para la identificacién y antibiograma. Un frotis del exudado se puede tefiir con azul de metileno
o colorante de Wright y examinar por levaduras y hongos tales como Malassezia, Candids y
Aspergillus (Alden, P., 1998).

En general la consulta al veterinario se debe a que la mascota se rasca el oido, tiene el
pabellén auricular adematoso, existe presencia de secraclones provenientes del drea afactada,
sacude la cabeza o que a la manipulacién de las orejas pareciera presentar dolor.

1.2.2 Otitis media

La otitis madia se define como el proceso flogistico del oido medio. El oido medio consiste en la
cavidad timpanica, sus contenidos, y los tubos auditivos. Con mayor frecuencia, la ofitis media
as una secusla de |a ofitis externa. En un estudio, el 16% de os casos de otltis extena tuvo
otitls media concurrente. La Incidencla de la otitis media puede llagar hasta el 50% de los casos
de olitis externa crénica (Ettinger, S. et al., 2002).

Las afecciones del oldo medio, se presentan mas frecuentemente en aquellos pacientes con un
cuadro de otorrea ya en curso. Sl bien una otitis media causada por infeccién ascendente via
tubo de Eustaquio es posible, la mayorla de los cuadros ocurren como una extension de una
afeccion dtica externa, en la cual la membrana timpanica podria hallarse perforada. Esta
perforacién cominmente se presenta en la mitad de la membrana, y para su adecuada
cicatrizacién se requiere ausencia total de infeccion (Gotthelf, L., 2004).
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1.2.2.1 Etlopatogenia

La causa mas comuan de |a otitis media es la infeccion bacteriana. Los patégenos frecuentes
cultivados a partir del oido medio Incluyen: Staphylococcus, Streptococcus, Pseudomonas,
Escherichia coli y Proteus mirabilis. (Ettinger, S. et al, 2002). Las bacterias son los agentes
causales primarios en la otitis media, pero ofros agentes como las levaduras Malassezia,
Candida y Aspergillus tamblén deben ser considerados. En los casos unilaterales debe
excluirse la presencia de cuerpos exirafios, trauma con hemorragia Intratimpanica y tumores
(polipos, fibromas, carcinomas de células escamosas y tumores dseos primarios) (Ettinger, S.
et al, 2002).

La inflamacién dal oido medio puede comenzar mediante tres rutas: En la primera, la
inflamacién puede proceder a través de la membrana timpanica. En estos casos, una Infeccién
otica externa primarla progresa a la otitls media secundaria. La segunda ruta se establece
mediante el tubo de Eustaqulo. La incidencia de infeccidn por esta via es mucho menor en los
animaies que en el hombre. La tercera ruta es la sanguinea; los patégenos transportados por la
sangre invaden el ofdo medio (Ettinger, S. ot al., 2002).

Diferentes autores mencionan que la ofitis media canina es fundamentalmente secundaria a la
ofitis externa y que muchos casos son pasados por alto a causa de una exploracién poco
ambiciosa cuando la otitis externa es evidente (Ettinger, S. of a/,, 2002).

1.2.3 Ctitis Interna

La ofitis interna suele deberse a la progresion de una infeccién o neoplasia relacionada con la
otitit media. En algunos casos, la inflamacion puede ser la respuesta a procesos

floglsticos/neoplasicos en el oido medio adyacente (Aiden, P., 1998).

Los signos clinicos de la ofitis intema incluyen: ataxia asimétrica (caldas), Inclinacion cefalica,
por lo usual, hacla el lado de la lesion. Puade haber pardlisis del nervio faclal o sindrome de
Homer. Los signos de paresia o deficiencia propioceptiva asoclada con inclinacion de la cabeza
por lo general Indican enfermedad vestibular central. La enfermedad veatibular bilateral no
ocasiona inclinacién cefdlica. El animal caminara en forma agazapada (Aiden, P., 1898).

La ofitis interna es bastante poco comun en el perro y cuando se presenta generalmente es
consecuencia de una ofitis media. Puede llegar a ser causal de presentacion de cuadros de
sordera adquirida, bastante extrafios en el perro (Gotthelf, L., 2004).
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La terapla para ia otitls canina involucra diferentes medicamentos, slendo generalmente
prolongada y de elevado costo, lo que implica la discontinuidad del tratamiento y como
consecuencia la persistencia de ia patologla o la recidiva de la misma. El tratamiento local con
soluclones tépicas adecuadas para cada caso, se debe basar Iniclaimente en los resuliados
del examen clinlco general, la otoscopla y ol examen cioldgico de los exudados (cultivo
bacteriano, micdtico y antibiograma).

El antibiético se administra localmente, de forma que se facilite su penstracion en la cavidad del
oido medio. Para [as infecclones con Profeus o Pssudomonas que son bacterias resistentes a
diversos farmacos una buena elacclon el Cloramfenicol y la Gentamicina. También se
administran medicaciones locales o bien antlsépticos diluldos para Irmigar el conducto auditivo y
aal limplaro. Este régimen debe continuarsa por lo menos de siete a diaz dias. SI no exiate
mejoria de los signos clinicos, esta Indicada !a Imigacion del oldo medio (White, P., 1999). Loa
anflinflamatorios orales en la otitls, pueden mejorar y facilitar el tratamiento junto con limpleza
local constantements, ademas de un aseso completo de la mascota.

La inciinaclén de la cabeza es frecuentementie el (lttmo signo que desaparece y puede
permanecer durante semanas, aunque en oiros aspectos el pero sea complataments normat.
Sl persiste la Inclinacion de la cabeza y han desaparecido los otros signos de enfermedad, Ia
Prednisolona oral puede acelerar su rescluclon (White, P., 1999).

Para casos de ofitis extemna donde existe presencia de lavaduras, debe fratarse con diverscs
preparados que contienen uno o varios antibloticos, algun antiinflamatorio y en muchos casos
antifingico. En el 80% de los casos, el pero ae cura. El resto recidivan, transformandose en
otitis cronica, muy dificl da soluclonar y con una participacion importante de levaduras en
soltarfio o en colaboracion con bacterias, con resistencls a antifiingicos y antibioticos
respectivamerie.

Imagen 3. Tratamberto con soluciones oticas

10
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1.4 Ototoxicldad

Los farmacos ototdxlcos afectan la céclea, el vestlbulo y los canales semicirculares con
posteriores efectos sobre la audicién, funcion vestibular o ambos. Los agentes téxicos alcanzan
el oido intemo mediants |la aplicacion local o por ruta hematégena. El desarrollo de la
ototoxicidad topica en general requiere un timpano perforado y depdsitos de material dentro del
oido medio. Puede haber dafic seleclivo de la coclea, aparato vestibular o ambos. El dafio
puede resldir en las células pilosas, estria vascular, érgano de Corti, neuroepitelio del aparato
vestibular o neuronas asociadas (Aiden, P, 1998).

Dentro de lo cabe podemos mencionar algunos fArmacos y sustancias ototdxicas:

» Antibidticos aminoglicosidos: Amikamicina, Kanamicina, Estreptomicina, Neomicina,
Gentamicina, Erltromicina, Polimixina, Minociclina, Vancomicina y Cloramfenicol.

¢ Diuréticos del asa: Furosemida, Bumetanida y Acido etacrinico.

« Antisépticos: Clorhexidina, Etanol, Yodo (yodéforos), Cloruro de benzalconio, Cloruro
de benzatonio y Cetrimida).

» Otras sustancias: Propilenglicol, Cisplatino, Cloruro de Estafio Trimetilo y Bromuro de
Estafio Trietilo, Quinina, Plomo, Mercurio, Arsénico, Salicilatos y Detergantes.




T
@{f’ Universidad Nacional Autbnoma de México. FES-C
e AATL

1.5 Propoleo
1.5.1 Antecedentes

Distintos productos derivados de la apicultura se utiizan desde tiempos inmemorables, para
tratar diferentes dolencias; en el papiro de Ebers ya se hacia referencia a Jas acciones del
propoleo. El termino propoleo proviene del griego pro: delante o en defensa de y polis: ciudad;
delante de la ciudad. es decir, de la colmena (Bedascarrasbure, E. ef al,, 2003).

Aristdteles ya hablaba de propoleo y lo considerd como “remedio para infeccion de piel, llagas y
supuraciones”. Galeno en cl siglo Il, menciona el propdleo en sus trabajos asi como el filosofo
Persa Avicena. Los incas lo utilizaban cuando se presentaba un cuadro de infecciones febriles
y los franceses en los siglos XVl y XIX para el tratamiento de llagas. Pero se empleo en Africa
del Sur en la guerra de los Boers en el afo de 1900 para tratar heridas infectadas, como

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

1.5.2 Origen

Las abejas (Apis mellifara) 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 mezcian
con cera y secreciones salivales para obtener el propoleo. La producciéon anual de esta resina
(10-300 g/colmena) difiere en funcion de la variedad de ahejas, el clima, la flora y el método de
recoleccion. Utilizan el propdlec para recubrir todas las grietas y aberturas de la colmena.
Ademias de cumplir esta funcidon, el propdleo evita contaminaciones debido a que posee

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

Imagen 4. Recolecta de polen Imagen 5. Apis  mellifera,  secratando
y otras sustancias por Apis meififera. propéleo.
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Su color es variable de negro-café hasta amarilo dependiendo del origen (ver imagen 6), su
olor tamblén difiere, la mayoria de los casos es agradable y otros recuerdan a su origen
vegetal, ademés posean un olor predominante a cera (Clane, E. of al,, 1987).

1.6.3 Composicién

Imagen 8. Prop6leo crudo

Ea rico en bioflavonoldes y aceites esenciaies; ademas de contener oligoslsmentos, vitaminas
y aminoécidos. Es muy variable su composicién dependiendo de la flora y al clima dal lugar. Se
han encontrado 250 elementos constitutivos y unos 50 principios biologicamente activos, lo que
explica su gran cantidad de propledades. De los cuales un 50 % son compuestos fentlicos a
los que se les atribuye acclon farmacoldgica; entre los fanoles identificados ae encuentran;
flavonoldes (flavonas, isoflavonas, flavononas); acidos arométicos y sua esteres (acldo cafelco,
cindmico, 4cldo ferulico y otros), dcidos orgdnicoa (acldo banzoico, acido gallco); aldehidos
aromaticos (vainlllina e Isovainilina); cumarinas (Acido cumarinico, esculetol y escopoletol);
vitaminas (provitamina A y vitamina B3) y microelemaentos (eluminlo, plata, barlo, boro, cromo,
cobatto, cobrae, eatafio, hiemo, magnesio, manganeso, mollbdeno, zinc, entre otros (Clane, E.

ot al, 1997).
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Imagen 7. Compuastos fendlicos de acoidn farmacologica encontrados on e propoieo.




@ Universidad Nacional Autbnoma de México. FES-C

1.5.4 Propledades farmacoldgicas

Dentro de las propiedades que se han demostrado del propdleo se encuentran:
antimicrobiana, antiinflamatoria, hepatoprotectiva, antioxidativa, estimulante del sistema
inmune, anticariogénico, anticarcinogénico, antiulceroso, antitumoral, inmunomedulador,
antifongico, antiviral, antilarvario, analgesico, preservador, antialérgico, vasodilatador,
agregante plaquetario, protector de circulacion, permeabilidad y fragllidad capilar, regulador y
estimulante tiroideo (Bankova, V., 2000; Metzner, J. et al, 1979; Bankova, V, et al,19895;
Hegazi, A. et al., 2000; Ivanovska, N. et a/,1995; Burdock, G. et al,, 1998; Hausteen, B., 2002;
Duarte, S. et al,, 2003; Han, S. et al., 1995).

1.5.8 Macanismo de acclén.

La actividad antimicrobiana del propoleo se le atribuye a sus constituyentes: acidos aromaticos,
compuestos fandlicos, ésteres, espaclaimente los flavonoides, puede ser debido al sinergismo
entra sus componsentes (Cowan, M., 1999, Hausteen, B., 2002).

El mecanismo natural del propéleo sobre la fislologla de los microorganismos 8. subtilis, E. coli,
R. sphedeoides, presenta un efecto bactericida debido a la presencia de muchas sustancias
activas. El efecto bactericlda es efectivo contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. E
propéleo y sus componentes cindmicos y flavonoides aportan la energia de transferencia de la
membrana citoplasmética e inhiban |a motilidad de la bacteria (Mirzoava, O. et al,, 1997).

Por métodos colorimétricos y microscopia electrénica se ha investigado el posible mecanismo
de acclon antlb.aderlal del proptleo llevado a cabo en Streptococcus agalactiae. Se demostré
que el propdleo inhibe el crecimiento de la bacteria; evitando la division de la célula, por
consiguiente la formacion de Strepltococcus pseudo multicelulares, ademas desorganiza el
citoplasma, la membrana citoplasmética y la pared celular causando una bacteriolisis parcial e
inhibe la sintesis de proteinas (Takalsi-Kikuni, N. et a/, 1994).

En la actualidad el propdleo ha tenido una gran importancia en la medicina popular, en
particular se ha estudiado el efecto sobre los patégenos orales causantes de infecciones y se
han sugerido estas investigaciones para evaluarse clinicamente. Tamblén se ha demostrado
que el propdleo tiene accién inhibitoria sobre los factores de virulencia semejantes a la
actividad de la lipasa y la coaguiasa de Staphylococcus auraus. Ademas hay una interacclon
negativa con la adhesidn a células y el blofilm formado por este organismo. Asl como el
Streptococcus mutans donde el propdleo inhibe |a formacion y el desarrollo del biofilm.
(Scazzocchio, F. ot al., 2008).
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2. JUSTIFICACION

Dada la complejidad clinica de la otitis, los médicos veterinariog estan obligados 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 antiblética o antimicotica y como consecuencia que persista la inflamacion

a infeccion.

De ahi surge la gran expectativa de realizar esta experimentacién a bage de exiractos
naturales, ya que investigaciones con muestras de propdleos de diferentes origenes
geograficos han demostrado actlvidades antibacterianas (sobre Staphylococcus aureus y
Escherichia col), antifingicas (Cdndida albicans) y antivirales (Avian in-fluenza virus).
(Kujumgiev, A. et al., 1999), as por ello que se busca una altemnativa de tratamiento en el caso
de ofitis canina, que no favorezca la generacion de resistencia y que no sea toxico tanto para

sl epitelio como para el conducto auditivo.
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3. HIPOTESIS

Si el efecto antimicroblano y antifingico del extracto de propdleo se evalla en bacterias y
levaduras causantes de ofitis canina y presemta actividad sobre Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis,
Malassezia pachydermalis y Candida albicans, se utllizard como una alternatlva de tratamlento
a dicho padecirmiento canino.
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4, OBJETIVOS
4.1 General

* Determinar el efecto del extracto de prop6leo en bacterias y lavaduras de importancia
en ofitis canina,  utlizando e método de Mosmann, para determinar las

Concentraciones Minimas Inhlbitorias.
4.2 Particulares

« Obtener un extracto seco total de propdleo estéril para preparar una solucion de trabajo
de concentracién conocida, '

* Aislar e Identificar bacteriag y levaduras a partir de muestras oticas caninas, mediante

medios selectivos y pruebas bioquimicas primarias y ascundarias.

« Realizar una prueba cualltativa extracto-bacterla a difsrentes concentraciones de
extracto de propoleo, para predecir las propiedades antimicrobianas y antimicéticas.

» Determinar la Concentracion Minima Inhibitoria del extracto de propéleo por la pruaba
de MTT sobre Staphylococcus sureus, Staphylococcus' epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabills, Malassezia pachydermatis y Candida
alblcans.

« Evaluar las propiedades bactericidas y bacterlostéticas del extracto de propdleo
realizando una pruaba de crecimiento en placa, para corroborar resultados del ensayo
en microplaca.
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5. METODOLOGIA

5.1 Diagrama General de Trabayo
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Pruski do esurkin
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5.2 Material, equilpo, medios y reactivos.

Materlal

Vaso de precipitados de 1000 ml
Probeta graduada de 500 ml

Matraz erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml
Varllla de vidrio

Embudo

Cajas petri de vidrio estériles

Tubos de vidrio con tapén de rosca
Frascos ambar de 100 mly 20 ml
Pipetas graduadas de 1,2, 5, 10 ml
Microplpetade 11 1115y 100 ul (Oxford)
Termémetro

Mechero bunsen

Soporte universal

Filtro da bala

Espatula

Gradilla

Asa bacteriologica

Puntas para micropipetas

Papal filtro Whatman

Membrana Millipore de 0.45

¥ O¥F ¥ ¥ ¥V Y W ¥ ¥ Y ¥ ¥V ¥ ¥V ¥V ¥ ¥ Y ¥ v

Equipo

Autoclave Ail American Modelo 1925X.
Estufa bacteriologica Rios Rocha S.A.
Refrigarador IEM.

Balanza granataria (Ohaus)

Cantrifuga Dynac

Bomba de vacio Hoffmann Pinther Modelo 0210
Homo Pasteur Rios S.A. Modelo HS-41

Parrilla con agitadores NOUVA 1l Stir Plate
Microscopio 6ptice Olympus Modelo CHS

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ Y ¥ ¥

Agitador Vortex Genle 2 Scientific Industries Modelo G560.
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Materlal bioldglco

Bacterias y levaduras aisladas de casos de otltls canina, proporcionada de clinicas veterinarias

»

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Malassezia pachydermatis
Candida albicans
Pseudomonas aeruginossa
Escherichia coll

Proteus mirabllls
Staphylococcus epldermidis
Staphylococcus aureus

Reactivos

»

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥

Etanol al 96%

Agua destilada

Cloruro de sodio (Productos Quimicos Monterrey)

Dimetil sulfoxido

MTT SIGMA M-2128

Tren de tincidn: Cristal violsta, lugol, alcohol-acetona, safranina
Peroxido de hidrogeno

Medios de cultivo

¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥ ¥V Y ¥

Agar sangre(Dlagnoéstica MERCK)

Agar SM(Dlagnéstica MERCK)

Agar Mac Conkey(Diagnéstica MERCK)
Agar EMB(Diagnéstica MERCK)

Agar BHI (Diagndstica MERCK)

Agar BHI(Diagnéstica MERCK)

Agar Verde brillante

Medio SIM. (BIOXON)

Medio Citratos. (DIBICO)

Caldo Urea. (BIOXON)

Caldo MR-VP. (DIBICO)

Caldo BHI a doble concentracion. (Diagndstica MERCK)
Oxidasa

Agar Dextrosa Sabouraud (Bioxon)
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8.3 Obtencion del propdlec

Se comprod en un local de Herbolarla "LAS PLANTAS MEDICINALES DE AMERICA, S ADE C.
V. La direccién es: Guatemala No. 10 locales 12 y 13 Pasaje Catedral, Delegacion
Cuauhtémoc C.P. 06020 México, D. F.

8.4 Extraccion de propileo

Se pesaron 40 gramos de propoleo, el cual fue cortado sn trozos paquenos. Se colocd en un
matraz erlenmayer, adiclonando 800 ml de etanol al 76 % (grado reactivo), con un tismpo de
agitacion constante aproximadamente por 2 horas y una temperatura no mayor a 50° C. Se
controlé la temperatura y la exposicién a la luz solar, ya que como sabemos algunos
componentes reacclonan o se degradan ficliments con los factores antes mencionados.

Después se fittrd con papel Whatman (pama eliminar todas las lmpurezas de tamafio
considerable) y con membrana de 0.45 ym se hizo pasar el extracto utiizando presion positiva;
ol filtrado se obtuvo en una botella Ambar aun an condiciones no estériles. Para obtener un
extracto libre de cualquler contaminacién se filtrd 1a tintura madre en una membrana estéril de
nitroceluloaa de 0.45 ym.

El extracto aetandlico de propdlecs se vacid en un cristallzador manejando condiciones estériles,
llevando a sequedad total por medio de rotavapor y homo a una temperatura no mayor de 50°
C durante upa semana, eliminando el disolvents.

La materia seca, s& recolectd con ayuda de una espatula y sa colocd en un frasco ambar, todo
on condiciones de esterilidad determinado el rendimlento.

Imagen 8, Extracto etandlico de propdleo
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5.5 Alslamlento e Identlficaclén de bacterias y levaduras.

Se aislaron e identificaron bacterlas y levaduras de muestras oticas (hisopos), las cuales se

obtuvieron de clinicas veterinarias de casos de ofitis canina y correspondieron: Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Pssudomonas aeruginosa, Proteus

mirabllls, Malassezia pachydermatls y Candida albicans. Tabla No. 2, 3y 4.

Tabla 2. |dentificacion de bacterias Gram posltivas

Bacteria Morfologia Catalasa Coagulasa Novabiocina

Staphylococcus Cocos en | + + -

aureus racimos

Staphylococcus Cocos en | + - 5

apidarmidis racimos

Tabla 3. |dentificacion de bacterias Gram negativas

Bacteria Morfologlia | Matilidad | Catalaga | Oxidasa | Indol | VP | RM | Citrato

Escherichia Bacilos + + - + - + -

coli

Psaudomonas | Bacllos + + + - - - +

aeruginosa

Proteus + " + - + + +

mirabllis

Tabla 4. |dentificacién de levaduras

Levadura Gram Catalasa Urea Tubo Agar selectivo

germinativo

Maiassezia + + débil - - Dextrosa

pachydermatis Sabouraud +
Aceile de oliva

Candida + > + Nickerson

albicans

e L |
+ Prueba positiva S Sensibllidad

- Prueba negativa

* No ge realizd
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4.8 Prusba cuslitativa sxtracto-bacteria

Para realizar esta prueba se prepart una aolucién de extracto a diferentes concantraciones y
fue de la siguiente manera:

Sae pesd 1 gramo de exiracto de propileo estéril y se disoivié en 10 ml de giicerina estéril, se
calentsd ligeramente para disolver, después se procedid a realizar diuciones pamm tener
solucionss a diferentes concentraciones (ver figura 1).

Figura 1. Diluciones del extracto de propéleo

B s~

=l 0 UL

oy, —
T

Se realizd una prueba de esterllidad en agar BH| para cada una de las dlluciones del extracto
de propbieo.

Las copas a utiizar se activaron en agar BHI 24 horas antes, Incubdndose a 37° C y se
estandarizaron al 0.5 de Mac Farland en tubos con calkdo BHI estéril.

Sa hizo un sembrado masivo en placas de agar BHI para cada bacterla y/o levadura
previamente estandarizadas y se incub6 por 10 minutos en la sstufa a 37° C.

Se colocd directamente 100 pi de cada dilucién del extracto de propdieo en su respetivo
cusdrante (1 -2 - 3 - 4) sobre la placa @ iIncubamos Ins placas a 37° C por 24 horas.
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5.7 Prueba cuantitativa extracto—bacterla (Método Colorimétrico de Mosmann)

Se pestd 1 gramo de propdleo, se disolvid con 3 mi da DMSQ y se llevd a un volumen total de
10 mi con glicerina esteril, lo cual se mantuvo en refrigeracion a 4°C y se coloco en un frasco

ambar estéril (solucion de trabajo).Concentraclién = 100 mg/ml

Se realizd una prueba de esterilldad a la solucidn de extracto de propdleo. Se tomo una asada

En una caja de agar BHI se sembrd a la bacteria y/o levadura en forma de dilucién americana
incubandose a 37° C durante 24 horas. Se procedié a preparar una suspension con bacteria y/o
levadura en caldo BHI a doble concentraclon, igualando al 0.5 del Nefelémetro de Mac Farland.

Se procede a realizar el ensayo en la microplaca: la tabla 5 representa una microplaca la cual
cuenta con 96 pozos con columnas dal 1 al 12 y las filas de la A a la H, corresponden dos filas
para una misma bacteria y/o levadura. La columna 10y 11 corregponden 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 asi un volumen total de cada pozo de la microplaca da 200 pl

Tabla 5. Ensayo en microplaca.

10 1 12
1 2 (3|4 (5(68 (7 8]|9]Control + Control - | Blanco
A
B | 1004 100 Wl SSF +
"¢ | EP+ 100 pi de 100 pt de BHI | 100l 100 pi
B ] BHI a doble doble 55F + | EP + 100
= concentraclon concantraclon. 100 pi ]
| | con bacterla o con bacterla o | de Caldo [ de Caldo
F_ levadura 1 levadura a|gHl sin| BHI sin
G | estandarizada probar bacterla | bacteria
H |05 Mac | estandarizada
Farland 0.5 Mac
Farland

(Mosmann, T. et al, 1983; Denis, G. et a/ 1986).
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En ol siguiente eaquama sa representa las diluciones qua asa hicleron del pozo 2 al 9, esto
para cada fila, ya que como se mendlond anteriomments se utilizaron dos filas para cada
bacteria y/o lavadura.

Figura 2. Diluciones para la micropiaca

2 3 4 5 6 7 8 8

i
5

Diluciones 2= 1:2, 3= 1:4, 4= 1:8, = 1:16, 6= 1:32, 7= 1:04 8= 1:128, 0= 1:2566.

Se incuba la microplaca & 37° C de 18 a 24 horas. Después del tiempo de Incubaclén se
obssrva la microplaca, se realiza una lectura visual. Se debe de observar total tranaparencia y
ausencla de turbidez en la columna del control negativo y blanco, mlentras que en la columna
que comeaponde al confrol positivo debe de presantar turbldez.

Se comparan los pozos problama con los controles y el blanco y as determina si presentan
turbldez o no. 31 existe la presencla de turbldez y entre mas se asemajen al Control Positivo
indican un cracimiento de la bacteria por lo cual el cracindento de asta no se Inhibe por el
axtracto que se esta probando. Los pozos que no presentan turbidez y entre mas ss asemejan
al control negativo indican que no existe un crecimiento de la bactaria, por lo cual el extracto sl
presenta un efecto inhibitorio del crecimianto del microorganismo.

Nota: Se realiza s estandarizacidn al 0.5 de Mac Fariand hasta que se tenga las diluciones an microplaca.
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8.8 Prueba de MTT (bromuro 3-(4,5-dimetiltlazol-2-11)-2,8-difenll tetrazollo)

Esta técnlca permite observar y determinar facilmente que pozos de la microplaca presentan
crecimlento y en que pozos este se ha inhibido por accion del extracto. Se realizé adicionando
a todos los pozos de la microplaca 5 pl de reactivo bromuro 3-(4,5-dimetlitiazol-2-11)-2,5
difenitetrazollo (MTT) el cual presenta un color amarillo. Se incubd durante 15 a 30 minutos.
Si no hay presencia de bacterias viables en el pozo el MTT permanecera de color amarillo,
mientras que si hay bacterlas viables el MTT va a virar a color violeta/morado y asi determinar
la CM(, cuyo fundamento se basa en |a reducclon de la sal de tetrazolium (MTT) por medio de
la enzima lactato deshidrogenasa o aspartato aminotransferasa, dando como producto de
reaccion el formazan que es una sal insoluble en agua de color violeta, cuyo cambio nos
permite determinar la presencla de células vivas, con lo cual se dice que el extracto a probar
esta inhlbiendo o no su crecimiento, dando asl sus propiedades antimicrobianas o antifingicas
de nuestro extracto..

5.9 Ensayo bactericida—bacteriostético
Después del tiempo de incubacion de las microplacas y antes de agregar el reactivo de MTT,

se tomd una asada de muestra de cada pozo y se sembrd en una caja de agar BHI,
incubdndose durante 24 horas a 37° C.
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6. RESULTADOS
6.1 Alslamiento de bacterias y loevaduras

Se recolectaron 10 muestras provenientes de exudados de perros con ofitis extema, diferentes
grupos de bacterias y levaduras se aislaron e identificaron en el Laboratorio de Microbiologia,
presentandose con mayor frecuencia Malassezia pachydermatis (3 | 30 %), Pseudomonas
aeruginosa (2 1 20 %), Proteus mirabilis (1 1 10 %), Staphylococcus aureus (2 / 20 %),
Staphylococcus epidermidis (1 / 10 %), Escherichia coli (1110 %) y Candida albicans (1/ 10
%) (Ver grafica 1).

Grafica 1. Porcentaje de aislamiento de bacterias y levaduras de casos clinicos de otitis

canina.

| Distribuclén porcentuhl de Ibachrlal-;i_e.vadurls. o
alsladas de 10 muesiras de otitls canina

\ 10%

‘ 0 S. aureus
o C. albicans
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6.2 Extracto propdleo

Se obtuvo un extracto de propoéleo con calidad microbiolégica (libre de cualquier cantaminacion
por hongos o bacterias), con un rendimiento de 11.5 gramos/800ml.

Se prepard una golucion del extracto de propéleo a diferentes concentraciones.

Tabla 5. Concentracion de la solucién de extracto

Tubo [ Dilucion Concentracion (mg/ml) |
1 11 o 100

2 | 110 ' 10

3 1100 | R

4 1:1000 0.1

Para cada solucion de extracto de propéleo se le realizé una prueba de esterilidad en una
placa de agar BHI, no hubo ningun tipo de crecimiento microbiano (ver imagen 9).

Imagen 9. Prueba de esterlidad del extracto de proptleo a las diferantes concentracionmss.
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6.3 Prueba cualitativa extracto-bacteria

En la prueba cualitativa se evalud la susceptibilidad de las 7 cepas incluyendo bactenas y
levaduras aisladas de casos de ofitis canina, todas (100%) presentaron sensibilidad al extracto

de propoleo a las diferentes concentraciones.

Para Malassezia pachydsrmatis notese inhibicion de crecimiento de dicha levadura a la
concentracion de 100 y 10 mg/ml (cuadrante 1 y 2 respectivamente), y para la concentraciones
de 1y 0.1 mg/mi (cuadrante 3 y 4 respectivamente) no hubo efecto inhibitorio (ver Imagen 10).

Imagen 10. Inhibicion de crecimiento de Malassezia pachydermatis a diferentes concentraciones del
extracto de propéleo.

En Candida albicans se obsarva inhibicién de crecimiento a la concentracion de 100, 10 y 1
mg/ml (cuadrante 1, 2 y 3 respectivamente), y para 0.1 mg/ml (cuadrante 4) no observa

inhibicldn (ver imagen 11).

Imagen 11. Inhibicion de crecimiento de Candida albicans a diferentes concentraclones del extracto
propolec.
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Staphylococcus aureus se observa inhibicion de crecimiento a la concentracion de 100 y 10
mg/ml (cuadrartes 1 y 2 respectivamente) y para 1y 0.1 mg/ml (cuadrante 3 y 4) no hay efecto
inhibitorio (ver imagen 12).

Imagen 12. inhibicion de crecimiento de Staphylococcus aureus a difarantes concentraciones de extracto
de propSleo

Staphylococcus epidermidis se observa el efecto de inhibicién a una concentracion 100 mg/mi
y 10 mg/ml (cuadrante 1y 2), y para 1 y 0.1 mg/ml (cuadrante 3 y 4) no hay tal accién del
propéleo (ver imagen 13).

Imagen 13. Inhiblcién de cracimlento para Staphylococcus epidermidis a diferentes concantraciones del
axtracto de propdleo.
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En el caso de Escherichia coli la inhibicion de crecimiento es mayor a una concentracion de
100 mg/ml (cuadrante 1) que a 10 mg/ml (cuadrante 2) ya que observa ligeramente el efecto de
inhibicion. Para la concentracion de 1 y 0.1mg/ml (cuadrante 3 y 4) no hay efecto inhibitorio

(ver imagen 14).

Imagen 14. [nhibicion de crecimlento de Escherchia coli a diferentes concentraciones del extracto
propaleo.

Para Pseudomonas aeruginosa el halo de inhibicién a una concentracion de 100 mg/ml y
menor a 10 mg/ml (cuadrante 1 y 2 respectivamente) y en la concentracion de 1 y 0.1 mg/mil
(cuadrante 3 y 4) no hay tal accion Inhibitoria del propéleo (ver imagen 15).

Imagen 16. Inhibicion de crecimiento de Pseudomonas aeruginosa a diferentes concentraciones del
extracto de propoéieo.
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Por ultimo para Proteus mirabilis el efecto inhibitorio del extracto de propdleo se observa a la
concentracion de 100 mg/ml y muy ligeramente a 10 mg/ml (placa 1y 2 respectivamente). Y no
presenta efecto Inhibitorio a una concentracion de 1y 0.1 mg/mi (placa 3 y 4) (ver imagen 16).

Imagen 16. Inhibicion de crecimiento de Proteus mirabllis a diferentas concentraciones del extracto de
propdieq.

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

y/o levaduras.

Bacteria  y/o |  Concentracién mg/ml
levadura 100 10 i 01 |
M. pachydermatis | - - + +
Candida albicans | - - T+ ¥
' S epidermidls |- |- n I+
| S aureus T N + T
E. coli - +/- + +
P_ mirabilis - + ¥ M
P_aeruginosa N VR ¥ "

{-) Inhibicidn de crecirniento; (+) Hay creclmiento; (+/-) Ligero efecto inhibitorio
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6.4 Prueba cuantitativa (técnica de Mosmann)

Se realizé el ensayo en microplaca extracto-bacteria por el Método de Mosmann, evidenciado dicha
prueba con el reactivo de MTT, que en su forma reducida cambia de color morado parpura, por
accion de la enzima deshidrogenasa, la cual indica presencia de bacterias viables y al permanecer
su color amarillo indica que no hay crecimiento de microorganismos, hay efecto inhibitorio de

nuestro extracto (ver imagen 17).
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Imagen 17. Ensayo en microplaca extracto — bacteria. Inhibicion de crecimiento (A-B) Staphylococcus
aureus, (C-D) Escherichia coll, (E-F) Proteus mirabilis, (G-H), Candida albicans. (1-8) Diluclones del
extracto de propdleo. (10) control positivo, (11) control nagativo, (12) blanco.
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Imagen 18. Ensayo en microplaca extracto-bacteria. inhibicion de crecimiento. (A-B) Stephylococcus
epidermidis, (G-D) Malassezia pachydermatis, (F-G) Pseudomonas aeruginosa. (1-8) Diluciones dal
extracto de propdleo. (10} control positivo, (11) control nagativo, (12) blanco.
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Una vez realizada una lectura visual del ensayo de la microplaca después de agregar el MTT
determinamos las concentraciones mininas inhibitorias de nuestro extracto (ver tabla 7).

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

POZO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12
B Concentraclén mg/mi

Bactedla y/o | 10050 [25 [125(|6.25|312[156(078[039|C+ | C-| B
levadura
S. aureus - - - - Z + T n T - N N
E. coli - - + + + + + + + n _ n
P. mirabilis - + |+ + + + [+ + + + _ N
C. alblcans - - - - - N ¥ ¥ ¥ + N -
S. aureus - - - - _ N ¥ + T - n -
S. epidermidis | - - - + + + + + + ¥ - "
M. - + + + + + + + + ¥ N o
pachydermalis
P. agruginosa | - + + + + + + + + * _ _

(-) No hubo erecimisnto; (+) Hay crecimlento

Control positivo (C +); bacterla y/o lavaduras en BHI + SSFE; Control negativo (C -): BHI sin bacteris y/o lavadura +
S8FE; Blanco (B): EP + BHI 3in bacterla y/o lavadura.

Se determinaron las Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI's) del extracto de propdleo
para bacterias y/o levaduras que manejamos en la microplaca (ver tabla 8).

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

Clasificacié Microorganismo | CMI (mg/ml)
Malassezla pachydermatis 100

Levaduras
Candida albicans 312
Gram Staphylococcus aureus 6.25
positivas Staphylococcus epidermidis 25
Escherichia coll 50

Gram

Pseudomonas aeruginosa 100

negativas
Proteus mirabills 100
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6.5 Efecto bactericlda-bacterioatitico

Staphykococcus aureus. Del cuadrante 1-5 que cormesponden a las concentraciones 100, 50,
25, 12.5 y CMI es 6.25 mg/mi en donde se obsarva el efecto bactericida (ver imagen 19).

Imagen 19. Ensayo bacterk:ida bacteriostitico de Staphyiococcus aureus. 1, 2, 3.4,...dllucionses del EP,
10;: control posttivo (SSF + bacterla @n BHI), 11: contral negativo (S35F + BHI), 12; blanco (EP + BHI).

Staphylocococus epidermidis. Se observa la accion bactericida a una concentracién de 100, 50 y
25 mg/mi (cuadrante 1, 2 y 3 respectivaments), acio que en ia sagunda corrida dicho efecto se

Imagen 20, Ensayo bactericida bacteriostitico Stephylococcus spkfermidia. 1, 2, 3.4, .. diluclores del EP,
10: control poaltivo (SSF + bacteria en BHI), 11: control negativo (S8F + BHI), 12: blanco (EP + BH).
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7. DISCUSION

La ofitis es una enfermedad de etlologla multifactorial que cominmente afecta a caninos.
Representa una patologia compleja que se asocia a infecclones 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 prasentan una
complejidad en la eleccién del antibidtico o antifingico espacifico ( Andrade, O. A. (2007).

La terapla 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 patologia o la recidiva de la misma. Cabe mencionar que los antibldticos de
mayor uso por los médicos veterinarios son Clprofloxacina, Ampicilina, Sulfametoxasol-
trimetoprima, Cloramfenicol, Furazolidona, Cefotaxime y Gentamicina (Lozina, L. ef al., 2005).

Dado que mucha de |a terapia a base de los antibléticos antes mencionados resulta inaficiente,
surge la necesldad de formular presentaciones que no favorezcan la rasistancia al igual que no
sean toxicos para el conducto auditivo del animal, realizando investigaciones en diferentes
partes del mundo, buscando alternativas de tratamiento efectivas y econémicas con productos
naturales. De ahi nuestro objetivo princlpal del presente trabajo que ez evaluar el efecto
inhibltorio del extracto de propdleo en bacterlas y lavaduras causantes de otitis canina, cuyo fin
es ofrecer una atternativa a futuro de tratamiento, con opcidn de proponer una forma
farmacéutica, para dicho padecimiento.

El propdleo es una resina cérea, de composicion compleja y consistencia viscosa, que las
abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferantes vegetales y que utilizan en la
construccion, reparacion y proteccién de la colmena. Este producto es ampliamente utilizado
por sus variadas actividades biolégicas, entre las cuales se pueden mencionar Ia
antinflamatoria, antiviral, antibacteriana y antifingica (Lozina, L. et al., 2005).

Se lograron aislar bacterias Gram positivas, negativas y levaduras de casos de ofitls canina, los
porcantajss de aislamiento concuerdan con diferentes estudios, Malassezia pachydermatis,
Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa con mayor frecuencia y menor FProteus
mirabllis y Candida albicans (Andrade, O., 2007; Fernandez, G. et al., 2008; l.ozina, L. ef al,
2005). Cabs mencionar que en estos trabajos el tamaflo de muestras es mayor a la
investigacion realizada por nosotros,
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Revisando publicaciones donde se evalda el efecto de propéleo nos dimos a la tarea de
realizar una prueba cualitativa extracto-bacterla/levadura en placa de agar BHI, para ello
empezamos preparando una solucion a base de glicerina, en la cual se observo d'rﬁcultéd 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 utllizamos un disolvente orgénico,
digolvimos el propéleo en 3 ml de Dimetil Sulféxido (DMSQ) y se llavé a un volumen total de 10
ml con glicerina estéril, esto para facilitar las diluciones en la microplaca.

En la prueba cualitativa vimos un efacto inhibitorio dependiente de la concentracion, ya que
pudimos detectar que la inhibicion del propdleo es mas eficiente sobre levaduras y bacterias
Gram positivas que en bacterlas Gram negativas. Esto lo congideramos a que la composicién
bioquimica de la pared celular debe estar Influyendo en el mecanismo de acclon de propoleo.
Se podria comprobar en un trabajo a futuro por medio de la Microscopla Electronica de
Transmision, tinclén de azul de toluidina, tincidn con bromuro de etldio, metodologia que
desarrollo Martinez C. para evidenciar el dafio celular del propéleo, lo que nos pudiera ayudar a

determinar el mecanismo de accién.

En el caso para Proteus mirabilis tuvimos a bien modificar la prueba comparada con el resto de
las bacterias y levaduras ya que sa podria tener resultados falsos-positivos, esto debido a que
dicha bacteria invade toda la placa (efecto swarming), al igual que para el ensayo bactericida -
bacteriostatico no se realizd, debido a que se necesilaria una caja de agar por cada cuadrante.

En esta prueba cualitativa observamos que las bacterias Gram negativas (Escherichia coli,
Psesudomonas aeruginosa y Proteus mirabills) utilizadas en este estudio, con la concentracion
de 10 mg/ml hay una ligera inhibicion de crecimiento comparadas con &l resto de bacterias y
levaduras, por lo que estarlamos hablando de un efecto bacteriostatico para dichos
microorganismos a dicha concentracién. En Staphylococcus aureus, 5. epldermidis y
Maiasseria pachydermatis el efecto Inhibltorio del propélec se nota a 100 y 10 mg/ml y para
Candlida albicans dicho efecto se presenta hasta la concentracion de 1 mg/ml.

Con base en los resuitados obtenidos de la prueba cualitaliva se obsarvd que todaa las

~ bacterias y levaduras tratadas con el extracto de propdleo, presentaron sensibilidad. Por lo que
para la prueba cuantitativa la concentracién inicial y de donde se partié para las diluciones de la
microplaca fue de 100 mg/mi.

En articulos ravisados se menciona la actividad antibacteriana y antifungica del propdleo, en
casos de otitls canina se utiliza al propdleo con etanol (a diferentes grados), asi como lo
mencionan otros articulos (Bombarda, F., 2007; Alentar, S. et al., 2007; Li-Chang Lu et a/,
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2005; Enzo, A. et al, 2007).En nuestro caso solo se extrae con etanol y se evapora en una
astufa a 50 ° C para eliminarlo, debldo a que el etanol es un antiséptico que puede Influir en el
efecto del propéleo sobre bacterias y levaduras en otitls canina, ademas a que este disolvente
pusde presentar algun dafio e irritabllidad al oido del animal, puesto que el objetivo da nuestro
trabajo de investigacion como ge menclona anteriormente es ofrecer una alternativa de

tratamiento.

Se han realizado diferentes estudios previos sobre el efecto de propdleo, en bacterias y
levaduras de casos de otitls, utiizando técnicas como: difusion en agar (método Kirby Bauer)
esta técnica se utlliza para evaluar la sensibilidad a antibidticos, dilucidén en agar o dilucion en
Caldo evaludndose el halo de inhlblcién y turbidez al igual que se han probado proptlecs de
diferentes origenes, donde la composiclon del propélecs varia de acuerdo a la vagetacion que
pueda encontrarge en cada region especifica. Sin embargo, han demostrado efectos similares
antimicrobianos, antifingicos y antivirales, o que hace pengar que la accén blolégica del
propoleos no se debe a uno de sus componentes en particular como unico elamento
responsable de las acciones estudiadas, lo que sugiere un sinergismo entre los constituyentes
(Bosio, K., 2000).

En el trabajo realizade por Kujumglev, A. et al., 1999 se ha evalué el efecto del extracto
etandlico de propdleo en bacteras causantes de otitis canina, utilizando propllenglicol y su
acclén sinérgica con antibidticos. Sin embargo, en los resultados sobre algunos baderias el
efacto s mayor, no asl en el caso de Pseudomonas asruginosa y Proteus mirabilis, quienes
son mas resistentas. Es por &llo que nosotros preparamos una solucion de propéleo gliderlna.

Para la prueba cuantitativa, se utilizé la técnica de microdilucion en placa, ya que alguna de las
ventajas es utllizar volimenes pequefios de reactivos de un modo simple, aunqus en el
aspecio econdmico, el costo es elevado en la compra de microplaca, pero también cabe
mencionar que éste método nos proporciona resultados cuantitativos y cualitativos mas
confiables.

En experimentaciones previas, utilizan la técnica de Mosmann ya que es un ensayo
colorimétrico basado en la capacidad de las enzimas deshidrogenasas de las células viables
para transformar la sal MTT tetrazolium a MTT formazan (Denis G. et a/.,1986), por medio de
esta se ha determinado el efecto citotdxico de algunos extractos sobre lineas celulares
(Bolafios L). ot al, 2007) o las CMI sobre bacterlas como Helycobacter pylori, Streptococcus
grupo A, Escherichia coll entre otras, obteniendo resultados importantes. Apoyandonos en este
fundamento y sablendo que las bacterias producen este tipo de enzimas, necasarias para
generar ATP, donde la reacclon es simple y por lo tanto el MTT (oxidado) de color amarillo
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pasa a la forma MTT formazan (reducido) originando un precipitado purpura, optamos por usar
dicho procedimiento.

Se han reportado Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI's) del propoleo: Martinez U. C,
2008, en Candida albicans ATCC 10231 de 0.6 mg/ml y un efecto bactericlda de 0.8 mg/ml a
partir de la 5" hora mediante una curva de crecimiento; Barrios C. G., 2008 raporta MIC's para
Staphylococcus aureus 6.25 mg/ml, Streptococcus agalactime 50 mg/ml, Staphylococcus
apidarmidis 25 mg/ml, Pseudomonas putida 12.5 mg/ml, Escherichia coli 6.25 mg/ml; Ling
Chang Lu et al., 2007 para Staphylococcus aureus de 3.75 pg/pl a 60 pg/p); y Lozina, L. et al.,
2005, en Malassezia pachydermatis 0.30 mg/mi.

Nosotros logramos determinar las CMI para bacterlas y levaduras aisladas de casos de otitis
canina: Staphylococcus aureus 6.25, Staphylococcus epidermidis 25, Pseudomonas
aeruginosa 100, Escherichia coll 50, Proteus mirabllis 100, Malassezia pachydermatis 100 y
Candida albicans 3.12 mg/ml.

Coma podemos observar las concentraclonss son muy parecidas para Staphylococcus aursus
y S. apidermidis excepto para Escherichia coliy Candida albicans. Lo consideramos debido a la
diferancia en los disolventes, origen del propoleo, adem#s cabe sefialar que ias bacterias que
se utilizan en estudios previos son de una coleccion ATCC y en nuestra Investigacién son
alslamlentos de casos dinicos de ofitis canina.

En la prueba cualitativa no se determinaron CMI, solo se evaludé el efecto Inhibitorio del
extracto, ya que como vemos las concentraciones inhibitorias son ligeramente menores a las
obtenidas en la técnica de Mosmann a excepcién de Staphylococcus aureus, por lo que
pudiera uno pensar que la solucidn del extracto con DMSO que se trabajo an la microplaca
estuviera influyendo en los resultados obtenidoa, aunque nosotros no realizamos una prueba
sobre el efecto del DMSO, en una Investigacion previa realizado por Cortés, J. A, 2008, en
nuestro laboratorio se reportd que este reactivo no infiuye en la actividad de propéleo.

Con lo que respecta al ensayo bactericida-bacteriostatico del extracto de propdleo se observa
un efecto bactericida para bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus y Staphylococcus
apidermidis) y levaduras (Malassezia pachydermatis y Candida albicans) a diferentes
concentraciones y un efecto bacteriostatico en bacterias Gram negativas.

Con base a los resultados obtenidos “/n vitro” se damuestra y confirma que todas las bacterias
y levaduras que manejamos Staphylococcus aurmus, Staphylococcus epidarmidis,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Malassezia pachydermatis y
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Candida albicans, presentaron senslbllidad al extracto de propdleo a dlferentes
concentraciones. Por lo que podemos decir que la solucion de propoleo-glicerina a la
concentracion preparada es una alternativa para pacientes con olitis, ya sea, que se encuentre
el microorganismo solo o combinadas bacterlas y/o lavaduras, ya que todas (100%) presentan
inhiblcién de crecimiento a una concentracldén de 100 mg/ml, lo que prevé a no utilizar
antibléticos especificos, como es el caso para P. mirabilis y P. aeruginosa que son bacterias
muy complicadas de tratar ya que son muy reincidentes y generan registencla bacteriana por lo
que hay que elegir el antibidtico correcto.

Ademas de las propiedades antimicoticas y antimicroblanas del propéleo, tiene propiedades
antiinflamatorias, antlalérgicas lo que podria ayudar al allvio de los sintomas y la mejora del
cuadro clinico del animal.

La expectativa de nuestro trabajo de investigacion fue evaluar el afecto inhibitorio del propéleo
en microorganismos patdgenos causantes de ofitis canina, aunado a proponer una forma
farmacéutica (solucién otica) para dicho padecimiento, la cual se ha estado aplicando a
paclentes con ofitls canina y lesiones externas, obtenlendo resultados favorables.

Tamblén debemas mencionar que es diflcil la obtencion de propdleo asl como la adulteracion,
es por ello que el costo de esta resina es muy elevado, pero el rendimisnto es muy bueno, lo
que rapresenta ventajas para la posible elaboracion de una forma farmacéutica.
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8. CONCLUSIONES

» Se cumplieron satisfactorlamente los objetlvos aunado a los resultados obtenidos que
nos muastran que el extracto de propdleo tlene efacto bactericida y fungicida.

¥ Obtuvimos un extracto seco total de propéleo con calidad microbioldglca (sin
contaminacion rmicrobiana).

» Se avalud el efecto inhibitorio del extracto de propdleo sobre bacterias y levaduras
(Malassezia pachydermatis, Candida albicans, Pssudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis, Escherichia coll, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epkdermidis),
mediante una prueba cualitativa extracto-bacteria

¥ Determinamos las Concentraciones Minimas Inhibltorlas de propdleo para bacterias y
levaduras antes mencionadas (100, 3.12, 100, 100, 50, 6.25 y 25 mg/ml
respactivamente) por el Método Colorimétrico de Mosmann.

¥ De acuerdo a los resultados obtenidos, proponemos preparar la solucién de extracto de
proptleo a una concentracion de 1g / 100 ml, como una posible attemativa de

fratamiento en otitis canina.
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9. APENDICE
9.1 Preparacién de reactivos

MTT
Disolver 5 mg/ml de MTT en RPMI-1640 sin rojo de fenol.
Fiitrar con membrana de 0.22 pm.

Guardar a una temperatura de 4° C, hasta su uso (Denis, G. et a/,, 1986).

SSF astéril

Por cada 100 ml de agua destilada agregar 850 mg de NaCl.

Esterilizar en autoclave a 121° C, 15 libras de presion de vapor durante 15 minutos (Koch, A.L.
1994).
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10. ANEXO
10.1 Propledades del DMSO y MTT

DMSO (Dimetil sulféxido)

Es un liquido organico altamente polar y misclble. Es bésicamente inodoro y tiene un bajo nivel
de toxicidad. El DMSO es un solvente aprotico bipolar y tiene un punto de ebullicion

relativamente alto.

El DMSO es un disolvente Onico versatil, tlene una constante dielectrica alta (491) pero no
forma enlace de hidrogeno en estado puro. Es un disolvente poderoso para iones inorganicos y

compuestos orgénicos.

El DMSO penetra facilmente la piel, usado para promover la absorclon epidérmica de fArmacos;
sin embargo, el DMSQ puede causar la absorclén de sucledad y veneno (65).

MTT (Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenl! tetrazolio)

~ 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 solucibnes acuosas. La cantidad
de formazan generado es directamente proporcional al nomero de células viables (Kelen, M. et
al., 2008). Las células en fase de crecimiento exponancial son expuestas a las sustancias que
se desean evaluar y se dejan crecer por dos o tres ciclos con el propésito de distinguir entre las
células que permanecen viables y son capacas de proliferar (66).
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