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Glosario de términos

GLOSARIO DE TERMINOS

Cromatografia: método de separacion de los constituyentes de una mezcla fundado en su

adsorcion selectiva por sélidos pulverulentos o en su particion entre dos disolventes.

Cromatograma: Imagen obtenida por cromatografia.
Pecoreadoras: se llaman asi a las abejas obreras que desarrollan una conducta de forrajeo

o forrajeadoras.
Propolizacion: Es un acto que realizan las abejas de forma totalmente natural acarreando
para ello resinas de los arboles del entorno o recuperandolo de viejas colmenas cuando

lo encuentran reblandecido por el calor del verano.

Floculacion: transformacion reversible de un sistema coloidal bajo la accion de un factor

exterior, con la formacion de pequefios copos.

Propolizadoras: abejas pecoreadoras que trabajan con propéleo.

Propolizar: relleno de los espacios entre los cuadros y rendijas menores, asi también para

embalsamar pequefios animales que no logran sacar de la colmena.
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Resumen

RESUMEN

El propoleo es una resina cérea, de composicion compleja y consistencia viscosa, que las
abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes vegetales y que utilizan en
la construccidn, reparacion y proteccion de la colmena. Sus propiedades medicinales son
conocidas desde épocas antiguas y se le ha empleado en tratamientos de enfermedades
hasta el dia de hoy; ya que poseen actividades como: antibacteriano, antifdngico,
antiviral, antiparasitario, anticancerigeno, antiinflamatorio, antioxidante, hepatoprotector
e incluso citostatico. Su composicion y actividad biolégica varia dependiendo su origen
geogréfico, la vegetacion o incluso la técnica de recoleccion.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana “in vitro” de cinco
extractos etandlicos de propdleo, provenientes de cinco diferentes municipios de la
Republica Mexicana (Cuautitlan Izcalli en el Estado de México, Valle de Santiago en el
Estado de Guanajuato, San Juan del Rio en Querétaro, Albino Zertuche en de Puebla y
Tlacotalpan en el Estado de Veracruz), sobre el crecimiento de cepas de Pasteurella
multocida, aisladas de conejos con problemas respiratorios, mediante la prueba de
dilucion en agar. Ademas, se determiné del perfil quimico de estos prop6leos por medio

de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas.

De la prueba de sensibilidad, se obtuvo que los diferentes extractos etandlicos de
propoleo (EEP) analizados, tuvieron actividad sobre Pasteurella multocida; no obstante
el propdleo de San Juan del Rio el que tuvo la mejor concentracién minima inhibitoria
(MIC) de > 0.3 mg/ml.

En cuanto el perfil quimico existio gran diferencia en el contenido de compuestos,
detectados por cromatografia de gases, se contabilizaron 33 compuestos para el propo6leo
de Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, 42 en el de Albino Zertuche, 48 en el de

Valle de Santiago, 42 en el de San Juan del Rio y 16 en el de Tlacotalpan.

Palabras clave: Propdleo, Pasteurella multocida, flavonoides.
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Abstract

ABSTRACT

Propolis is a waxy resin, with a complex composition and viscous consistency,
elaborated from different resinous vegetable particles by bees and used in the
construction, repair, and protection of their hives. Its healing effects have been known
since very old times and it has been used as a treatment of many diseases even today,
due to their antibacterial, antifungal, antiviral, antiparasitic, anticancer, anti-
inflammatory, antioxidant, hepatoprotective, and even cytostatic features. Depending on
the geographical origin, the local flora, and the pick up technique, its composition and
biological activity could change.

The objective of this research has been the evaluation of the antibacterial activity “in
vitro” from five different propolis’ ethanolic extracts, collected from five different states
of the Mexican Republic (Cuautitlan Izcalli in the Estado de Mexico, Valle de Santiago
in Guanajuato, San Juan del Rio in Queretaro , Albino Zertuche in Puebla and
Tlacotalpan in Veracruz ). By the agar dilution test, stocks of Pasteurella multocida
were grown and isolated from rabbits with respiratory diseases. In addition, chemical
profile of that propolis was determined by gas chromatography, coupled to mass

spectrometry.

It was found that all of the different ethanolic extracts from propolis analyzed, had
activity against Pasteurella multocida; even though, the best minimum inhibitory

concentration of > 0.3 mg/ml of the propolis from San Juan del Rio.

The gas chromatograpy test showed the chemical profile of the substance and big
differences were found between compound contents. In the propolis sample from
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan 33 components were found, in the Albino
Zertuche 42, 48 in the one from Valle de Santiago, 42 in the propolis from San Juan del

Rio and 16 in the sample from Tlacotalpan.

KEY WORDS: Propolis, Pasteurella multocida, flavonoids.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

Antecedentes del propoleo.

El vocablo propdleo proviene del griego pro: en pro, en provecho y pdlis: ciudad,
comunidad, y se refiere al uso que las abejas le dan para cerrar parcialmente las vias de
acceso a su comunidad o ciudad (Root, 1990).

El propoleo es una resina cérea, de composicion compleja y consistencia viscosa, que las
abejas elaboran a partir de particulas resinosas de diferentes vegetales y que utilizan en
la construccidn, reparacion y proteccion de la colmena (Farré et al., 2004). Es también el
responsable de la sanidad de los panales en especial contra microorganismos (Fernandez
et al., 2005).

Su recoleccion responde a un patrén de forrajeo, donde las abejas pecoreadoras extraen
el propdleo de las yemas valiéndose de sus mandibulas y de un primer par de patas,
durante este proceso la secrecion del acido 10-hidroxidecenoico por las glandulas
mandibulares permite el ablandamiento y trituracion del propdleo para facilitar su
transporte en los cestillos de polen de las patas traseras (Bedascarrasbure, 2010). Al
ingresar a la colmena, se dirigen inmediatamente al lugar donde éste es requerido y
permanecen quietas, dejando que las abejas propolizadoras, tomen algunas particulas de

la sustancia, para comprimirla, agregarle cera y proceder al propolizado (Root, 1990).

Las abejas lo utilizan para consolidar la estructura del panal, y recubrir cuerpos de
agentes enemigos (escarabajos, roedores, lagartijas) que al introducirse al interior de la
colmena son atacados y muertos; cuyo proceso de necrobiosis afectaria la sanidad de la
comunidad apicola y este embalsamamiento impide la descomposicion de los cuerpos
(Rojas, 2008).
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Introduccion

Al propoleo se le considera una de las medicinas més antiguas, la cual es conocida y
usada en tratamientos hasta el dia de hoy, ya que se le confieren diferentes propiedades
como son: antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, anticancerigena,
antiinflamatoria, (Kulcsar et al., 2008) antitumoral, (Daugsch et al., 2008) anestésica,
(Boyanova et al., 2005) antioxidante, (Bankova et al., 2002) hepatoprotector e incluso
citostatico (Yaghoubi et al., 2007).

Hoy en dia el propdleo es un remedio no oficial en los preparados farmacéuticos que no
posee lineamientos de calidad y se apoya Unicamente en la experiencia. Sus propiedades
ya eran conocidas por los egipcios, los griegos y los romanos (Kosalec et al., 2005).

Composicién del propoleo.

La composicion quimica de los propéleos es compleja y depende de varios factores
como son: la region geografica, el clima, el relieve, la vegetacion natural, las cuencas
hidrograficas y otros. La vegetaciobn que rodea a la colmena es de importante
consideracién ya que es a la que recurren las abejas. Es por esto que los propdleos de
diferentes zonas geograficas poseen efectos similares pero difieren en su composicion
(Imhof et al., 2005).

En cuanto a la técnica de recoleccion dependera propiamente de los conocimientos del

mismo apicultor al manejar el propéleo.
En lo referente a los componentes quimicos, algunos propoleos son tan complejos que
pueden contener mas de 160 compuestos activos, de los cuales 50% son fendlicos y a

éstos se les atribuyen diversas acciones farmacologicas. (Rojas, 2008).

Algunos de los componentes mas significativos en este producto apicola son los que se

muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1 Principales componentes quimicos del propdleo. (Rojas, 2008)

Componentes

Acidos organicos

Ejemplos
Como el &cido benzoico,CsHs-COOH gélico. C;HgOs

Acidos fenolicos

Acidos cafeico CgHgOy4, cindmico C11H13NO,S,, pumarinico,

insofenilico y fenilico.

Aldehidos - : -
- Vainillina CgHgO3, isovainillina CgHgOs.
aromaticos
Cumarinas Esculetol CgHgO4, escopuletol.
: Pinocembrina C15H1,04, galangin Cy5H100s, pinobanksina
Flavonoides
C15H1205
Acacetina Cy6H120s, cresina amarilla, pectolinaringenina
Flavonas o
C17H1405, tectocrisina C16H1204.
Izalginina, kaempférido CysH1,06, quercetina CisH1007,
Flavonoles -
remnocitrina.
Flavononas Pinostrobina CigH1404, sakuranetina C1gH140s.

Flavononoles

Pinobanksina, ferulico, los sesquiterpenos y las flavononas

(principalmente las galangina Ci5H10s)

Aluminio, plata, bario, boro, cromo, cobalto, cobre, estafio, hierro

Minerales magnesio, manganeso, molibdeno, niquel, plomo, silicio, estroncio,
titanio, vanadio, zinc.
Vitaminas Provitamina A y vitamina B3

Las propiedades terapéuticas del propoleo dependen de la calidad de este, asi como de

las proporciones de los elementos que la constituyen, los cuales se relacionan

directamente con su origen geografico (Hegazi et al., 2002).
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Se ha reportado que el propoleo tiene efecto sobre los siguientes agentes infecciosos:
Staphylococcus aureus, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida
albicans (Bedascarrasbure et al., 2006) Pasteurella multocida (Conceicéo et al., 2004),

Escherichia coli (Katircioglu et al., 2006), Helicobacter pylori (Boyanova et al., 2005).

Mecanismos de accién antimicrobiana del propéleo.

Se ha demostrado que la actividad antimicrobiana del propdleo se da gracias al
sinergismo de sus componentes y no de un solo componente (De Vecchi et al., 2007).
Los flavonoides y los compuestos fenolicos se consideran como los principales
componentes bioactivos de los propoleos (Kosalec et al., 2005). Los flavonoides:
pinocembrina, galangina y pinobanksina se les atribuye la mayor actividad

bacteriostatica y bactericida (Castaldo et al., 2002).

% EI &cido cindmico y algunos flavonoides son los responsables de desacoplar la
transduccion de energia de la membrana plasmatica inhibiendo la motilidad

bacteriana (Mirzoeva et al., 1997).

K/
L X4

Se ha determinado que el propdleo desorganiza la membrana citoplasmatica, la
pared celular y el citoplasma, provocando una bacteriolisis parcial acompafiado

de inhibicidn en la sintesis de proteinas (Takaisi et al., 1994).

» La galangina provoca un incremento considerable en la pérdida de potasio lo cual

L)

se atribuye al dafio causado directamente en la membrana citoplasmatica o bien,
podria llevarse a cabo un dafio indirecto por un debilitamiento de la pared celular

y una lisis como consecuencia de un chogque osmoético (Cushnie et al., 2005).

% La quercetina al menos de manera parcial inhibe la ADN girasa (De Vecchi et
al., 2007).
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Propo6leos mexicanos.

En México la informacion cientifica respecto a los propdleos, su actividad bioldgica y

composicion quimica es muy limitada; algunos de los articulos que hemos encontrado

relacionados con el tema son:

R/
L X4

«%

Estudio de la actividad antifingica de un extracto de propdleo de abeja Apis
mellifera provenientes del Estado de México. Este trabajo concluye que el
extracto etandlico al 15% de propoleo de la abeja Apis mellifera procedente del
apiario de la Facultad de Estudios Cuautitlan, UNAM, tuvo un efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de las levaduras Candida albicans y Cryptococcus
neoformans, y sobre el hongo filamentoso Aspergillus fumigatus, el cual fue
demostrado a través de dos pruebas de susceptibilidad, y sugiere el posible
tratamiento de las enfermedades causadas por estos hongos (Londofio et al.,
2008).

Efecto de extractos de propoleos mexicanos de Apis mellifera sobre el
crecimiento in vitro de Candica albicans. En el cual se estudio la actividad
antifungica de ocho extractos etandlicos de propoleos provenientes de diferentes
regiones de México frente a C. albicans una cepa de referencia (ATCC 10231) y
36 cepas de origen clinico. Resultando que los propoleos de los municipios de
Cuautitlan lzcalli y Amatepec, en el Estado de Meéxico fueron los que
presentaron mayor actividad bioldgica (Quintero et al., 2008).

Componentes quimicos del propoleo rojo Mexicano. En este estudio se obtuvo la
composicion quimica del propdleo rojo mexicano recolectado en Yucatan, y se
realizo el aislamiento de siete flavanonas, isoflavonas y pterocarpanos y tres
nuevos productos naturales que fueron el 1 - (30,40-dihidroxi-20-metoxifenil) -3
- (fenil) propano, el (Z) -1 - (20-metoxi-40, 50 - dihidroxifenil) -2 - (3-fenil)
propeno y el 3-hidroxi-5 ,6-dimethoxyflavan. Este reporte es el primero para el
arizonicanol A y dimelilotocarpan A y D, por lo que, estos compuestos pueden
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ser marcadores taxondmicos para los propéleos rojos Mexicanos. El estudio
concluye que los compuestos caracteristicos de los prop6leos rojos mexicanos
tienen una distribucion muy restringida en el reino vegetal y se producen casi
exclusivamente en la familia de las leguminosas. Ademas, el estudio apoya que
el origen botanico del propdleo rojizo es el género Dalbergia (un gran género de
pequefios a medianos arboles, arbustos y lianas de la familia de leguminosas) y
que las plantas de este tipo probablemente son las que dan origen al propdleo
rojo Mexicano (Lotti et al., 2010).

X/

% Estudio antibacteriano comparativo entre extracto de propéleo mexicano y tres
plantas utilizadas por Apis mellifera para su produccion. En este estudio se
evalué la actividad antibacteriana de tres diferentes plantas y un extracto
etandlico de propoleo contra cepas de Staphylococcus aureus, S. epidermidis,
Shiguella dysenteriae, Salmonella tiphy, Yersenia, enterocolitica, Enterobacter
aerogene, Enterobacter agglomerans, Escherichia coli, Vibrio cholerae. Ademas

realizo estudios cromatograficos del propoleo (Londofio et al., 2010).

A diferencia de paises como Argentina, Brasil, Honduras, China y Turquia entre muchos
otros, en México no se han estudiado a profundidad el origen botanico o quimico de

nuestros propéleos (Quintero et al., 2008).

Un estudio realizado en el 2004 titulado: Efecto “in vitro” del extracto alcohdlico de
propdleo sobre Pasteurella multocida en conejos. Se observd actividad antimicrobiana,
in vitro, asi mismo; se demostr6 actividad in vivo sobre esta bacteria en los conejos
cuando les fue administrado prop6leo en las raciones de alimento, obteniendo una
reduccion en el nimero de unidades formadoras de colonias de P. multocida a nivel

traqueobronquial de estos animales (Conceicdo et al., 2004).
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Propodleo en Medicina Veterinaria.

Los usos del propdleo en la medicina veterinaria son variados y se ha empleado como
suplemento en la dieta de pollos de engorda obteniendo beneficios en su rendimiento
con la adicion de 250 mg/kg (Khojasteh, et al., 2006). Ademé&s se ha visto que en
gallinas de postura suplementar 100 o 150 mg/kg de propéleo en la dieta beneficia el
rendimiento, la inmunidad y permite explotar todo el potencial genético de las gallinas
(Galal et al., 2008). En perros y gatos se ha empleado en el tratamiento de oftalmopatias,
donde un 90% de los animales tratados con la suspension oftalmica de propdleo
respondieron positivamente en tan solo un tratamiento de 5 a 7 dias; mientras que los
animales que cursaban con cuadros cronicos requirieron un tratamiento de entre 10 y 15
dias para mejorar ostensiblemente (Giral et al., 2007). Se han utilizado preparados a
base de propdleo en el tratamiento de otitis en perros donde el 71% de los perros
tratados respondieron satisfactoriamente tras un tratamiento de 14 dias (Lozina et al.,
2010). También se han empleado preparados a base de propéleo para el tratamiento de
mastitis en vacas (Botanical-online). Oztiirk et al., en el 2010 sefialé que el propdleo
puede ser un aditivo Gtil para disminuir la produccion de amoniaco ruminal y mejorar la
utilizacion de nitrégeno en los rumiantes. En cuba se emplea el prop6leo en conejos para
el tratamiento de la coccidiosis, ademas de que se ha probado su efecto en tratar
parasitosis intestinales tanto en animales como en el hombre; en becerros se utiliza

soluciones oftalmicas para tratar problemas de ojo rosado (Gonzalez, 2010).
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Pasteurella multocida.

Caracteristicas generales

Pasteurella multocida la especie microbiolégica més frecuentemente aislada y la que
provoca los procesos respiratorios mas graves en conejos. Se trata de cocobacilos
pleomorficos Gram negativos con una tipica tincion bipolar, los que pueden aparecer
sueltos o agrupados en parejas 0 bien en cadenas cortas. P. multocida es un anaerobio
facultativo, inmovil, crece bien en medios de agar sangre, chocolate y Mueller-Hinton,
pero no en agar McConkey, eosina azul de metileno (EMB), ni en otros medios
selectivos o diferenciales empleados para el aislamiento de enterobacterias. Ademas, las
reacciones bioquimicas que se consideran constantes y caracteristicas son: metabolismo
fermentativo, reaccion positiva para el indol, negativa para la ureasa y produccion de

acido a partir de hexosas (Koneman et al., 1999).

Taxonomia y caracteristicas de género

Pasteurella multocida es una especie bacteriana miembro de la familia Pasteurellaceae
la cual es muy heterogénea, que se ha sometido a mdltiples reclasificaciones.
Actualmente comprende 15 géneros segun la Lista de Nombres Procariotas con pie en
la Nomenclatura (LPSN del ingles, List of Prokaryotic names with Standing in
Nomenclature): Actinobacillus, Aggregatibacter, Avibacterium, Basfia, Bibersteinia,
Chelonobacter, Gallibacterium, Haemophilus, Histophilus, Lonepinella, Mannheimia,
Nicoletella, Pasteurella, Phocoenobacter y Volucribacter (LPSN,

http://www.bacterio.cict.fr/ 2011).

La familia Pasteurellaceae se distingue de otras familias en varios aspectos entre ellos
destaca su tamafio, ya que son pequefios cocobacilos que miden de 0.2 a 0.3 um de
diametro, inmoviles, capsulados, no esporulados, generalmente oxidasa positivas y son

parasitos de los vertebrados (Prescott et al., 2004).
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Ademaés se han descrito nuevas especies de Pasteurella, la mayoria aisladas en animales

que se muestran en la Tabla 2

Tabla 2 Especies pertenecientes al género Pasteurella (Garcia, 2010)

Pasteurella aerogenes

Flora normal del tracto intestinal de los cerdos

Pasteurella anatis

Flora intestinal de patos

Pasteurella avium

Flora del tracto respiratorio de aves de corral sanas

Pasteurella bettyae

Glandula de Bartholin humana

Pasteurella caballi

Aislamiento equino causal de neumonia

Pasteurella canis

Tracto respiratorio de perros

Pasteurella dagmatis

Tracto respiratorio de perros y gatos

Pasteurella gallinarum

Tracto respiratorio de pollos y gallinas

Pasteurella granulomatis

Enfermedad granulomatosa progresiva del ganado vacuno

Pasteurella haemolytica

Infecciones neumonicas en ganado vacuno, mastitis en
ovejas, septicemia en ganado caprino y ovino

Pasteurella langaaensis

Es un comensal de las aves

Pasteurella lymphangitidis

En una de las causas de linfangitis en el ganado

Pasteurella mairii

Causa abortos en cerdas

Pasteurella multocida

Tracto respiratorio de varios mamiferos

Pasteurella pneumotropica

Tracto respiratorio de cobayos, ratas, hamsters, perros y
gatos

Pasteurella skyensis

Causa de mortalidad en el salmén atlantico

Pasteurella stomatis

Comensal en perros y gatos, puede causar bronquitis

Pasteurella testudinis

Parasita en varias especies de tortugas del desierto

Pasteurella ureae

Flora del tracto respiratorio de humanos

Pasteurella volantium

Flora del tracto respiratorio de aves de corral sanas

Existen tres subespecies de P. multocida las cuales se distinguen, principalmente, en

funcion de su capacidad para utilizar los azucares sorbitol y dulcitol que se muestran en

la Tabla 3 (Garcia, 2010).

Tabla 3 Subespecies de P. multocida (Garcia, 2010).

Subespecies Sorbitol Dulcitol |
Pasteurella multocida subsp. gallicida + -
Pasteurella multocida subsp. multocida - -
Pasteurella multocida subsp. septica + +
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Pasteurella multocida subespecie multocida es la mas frecuente en todo tipo de
hospederos, siendo las subespecies Pasteurella multocida gallicida y Pasteurella
multocida septica mucho menos habituales. La subespecie multocida es comun en

ganado porcino, bovino, aves, gatos, perros y conejos.

De esta bacteria se conocen internacionalmente los tipos capsulares A, B, D y E de
acuerdo con la clasificacion de Carter (Carter, 1973). Los tipos B y E que producen
septicemia hemorragica en los bovinos y bufalos de agua localizados en Africa, Asia y
algunos paises europeos; mientras que los tipos A y D se relacionan con pasteurelosis
pulmonar, tal y como ocurre en el continente americano (Boyce et al., 2000). DeAngelis
et al., en el afio 2000 habla de un quinto tipo capsular, el F. Estas 5 variedades
capsulares de P. multocida (A, B, D, E y F) se distinguen por su composicion. Se sabe
que en general la cdpsula de Pasteurella multocida estd compuesta de carbohidratos vy,
aungue no se conocen con exactitud la composicién de cada uno de los cinco tipos

capsulares (Garcia, 2010).

Se ha investigado la composicién de la capsula solo de los tipos A, B, D y F y de esta
manera se sabe que la capsula tipo A esta formada en gran parte por acido hialurénico, y
que este es el responsable de dar el aspecto mucoide a las colonias. La capsula tipo D
parece contener heparina, la tipo F condroitin sulfato, la tipo B contiene fructosa,

manosa, glucosa (Boyce et al., 2000%*).

La capsula le confiere a la bacteria una importante resistencia a la fagocitosis y la
adherencia selectiva que muestran hacia diferentes sustratos (Gutiérrez et al., 1993).

Ademas la capsula sirve de proteccion a la bacteria contra el medio ambiente.

Se sabe que tipos capsulares A y D de P. multocida tienen la capacidad de adherirse al
epitelio respiratorio, resistir la fagocitosis y la muerte intracelular de los neutrofilos, a
estos tipos capsulares se les asocia también con la degeneracién de los cornetes nasales

por la produccién de toxinas, en conejos infectados (Velazquez et al., 2004).
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Problemas respiratorios en conejos.

La pasteurelosis es una de las enfermedades que causan mayor impacto econémico en
diferentes especies animales entre ellas a los cerdos en los cuales provoca rinitis atrofica
progresiva, la septicemia hemorragica afecta a los bovinos, en aves el colera aviar y en

los conejos rinitis (Dziva et al., 2008).

En la cunicultura, los problemas digestivos y respiratorios son los principales
responsables de la mortalidad en granjas, y es la pasteurelosis crénica nasal causada por
Pasteurella multocida la que provoca las pérdidas mas importantes en conejos sobre
todo en etapas de engorda, donde se observan cuadros de tipo agudo, infecciones de vias
respiratorias altas y rinitis (Kulcséar et al., 2008). En los animales reproductores se
presentan infecciones de tipo cronico asociados a septicemia, bronconeuménia, pleuritis,
pericarditis purulenta, problemas reproductivos y hasta abscesos localizados (Velazquez
et al., 2004).

Se considera a la pasteurelosis cronica nasal como la responsable de provocar
importantes pérdidas en conejas reproductoras (Lozano, 2003). Las infecciones agudas
suelen degenerar en septicemia y muerte de los animales en un periodo de 4 a 10 dias
(Colombo et al., 2004).

Los problemas respiratorios en los conejos son de origen multifactorial, ocasionando un
sindrome respiratorio caracterizado por un conjunto de sintomas, originados por un
grupo variable de agentes etiologicos, aunado a su vez a factores ambientales
predisponentes como son: una deficiente renovacion del aire, variaciones en la
temperatura, la humedad que favorece la multiplicacion y diseminacion bacteriana, la
extrema sequedad reseca las mucosas y las irrita, el hacinamiento favorece el contagio,
la falta de higiene facilita la presencia de gérmenes, un manejo deficiente incrementa el

estrés asi como disminucion de las defensas (Lozano, 2003).
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Los principales agentes microbianos identificados e implicados en este sindrome
respiratorio son: Pasteurella multocida, Bordetella bronchiséptica, Staphylococcus
aureus, Haemophilus influenzae, Pseudomonas aeruginosa, Francisella tularensis,
Streptococcus spp., Mycoplasma spp., Aspergillus spp., Yersinia spp., Chlamydia spp.,
Klebsiella spp., Virus de la mixomatosis entre otros (Lozano, 2003).

Los mas nocivos de estos agentes son P. multocida y S. aureus por su frecuencia y la

gravedad de las lesiones que provocan, asi como la mortalidad que causan.

La infeccion por Pasteurella multocida es una enfermedad de facil contagio por via
aérea entre animales muy cercanos, o también de forma directa por contacto de madres a
gazapos, a traves de estornudos, mucosidades, al beber agua contaminada e incluso el

personal también podria transmitirla de mano en mano.

La principal via de entrada de este microorganismo en los animales es, la respiratoria;
asi, algunas cepas de P. multocida se adhieren y colonizan los cornetes nasales o logran
tener acceso al pulmdn produciendo diferentes sintomas y lesiones que varian

dependiendo de su localizacion y la gravedad de la infeccion (Lozano, 2003).
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Técnicas de separacién y analisis quimico.

Cromatografia.

La cromatografia fue descubierta por el botanico ruso, Mikhail Tswett en 1906, El
empled la técnica para separar varios pigmentos vegetales, tales como clorofilas y
xantofilas, vertiendo extracto de hojas verdes en éter de petréleo sobre una columna de
carbonato de calcio en polvo en el interior de una probeta. A medida que la solucién va
filtrandose por la columna, cada componente de la mezcla precipita a diferente
velocidad, quedando la columna marcada por bandas horizontales de colores,
denominadas cromatogramas. Ya que aparecian como bandas coloreadas en la columna,
lo que da el nombre del método (del griego croma: color y grafos: escribir). Cada banda
corresponde a un pigmento diferente (Skoog, et al., 2000).

El uso de la cromatografia esta ampliamente extendido en el andlisis de alimentos,
medicinas, sangre, productos petroliferos y de fisién radiactiva y es una de los métodos
mas potentes para fraccionar proteinas (Lehninger et al., 2005).

La cromatografia es un método fisico de separacion, en el cual los componentes que se
van a separar se distribuyen entre dos fases; una de estas fases constituye una capa

estacionaria, la otra es un fluido que eluye a través de la fase estacionaria (Day, 1989).

En cromatografia, la fase movil (el disolvente que desciende a través de la columna) es
un liquido o un gas. La fase estacionaria (la que se encuentra fija en el interior) es
frecuentemente un liquido que recubre el interior de un tubo capilar o la superficie de
particulas solidas empaquetadas dentro de la columna. En cualquier caso, el reparto de

solutos entre las fases movil y estacionaria da lugar a la separacién.

En la Tabla 4 se resumen de los diferentes tipos de cromatografia existentes.
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Tabla 4 Resumen de los tipos de cromatografia (Day, 1989).

Fase

estacionaria

Fase movil | Liquido Gas Liquido Gas
Cromatografia Cromatografia | Cromatografia | Cromatografia
original de gas-sélido o de particion en | gas-liquido o
Tswett, con CGS columnas de CGL
soluciones de silica gel

Ejemplos éter de petroleo y Cromatografia
columnas de en papel
CaCO;
Cromatografia
de intercambio
I6nico

Las columnas pueden ser empaquetadas o de tubo abierto. Una columna empaquetada se
Ilena con particulas que contienen la fase estacionaria. La columna de tubo abierto es un
capilar hueco estrecho con la fase estacionaria cubriendo las paredes interiores (Harris,
2001).

Cromatografia de Gases.

Se hace pasar el analito (compuesto) en forma gaseosa a través de la columna arrastrado
por una fase maévil gaseosa, el gas portador.

En la actualidad, la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
EM), es uno de los métodos mas utilizados en el analisis de propoleos, puesto que
permite la adquisicion de datos del peso molecular e informacién estructural, junto con
la identificacion de compuestos (Bankova, 2005). Algunos ejemplos donde se ha
empleado esta técnica para caracterizar propéleos tenemos a Park et al., en el 2002 quien
logro establecer el origen botanico de tres propoleos brasilefios. Bankova et al., también
en el 2002 empleo la CG-EM para conocer la composicion quimica de los propéleos
europeos y Katircioglu et al., en el 2006 quien empled esta técnica para conocer la

composicién de un propoleo turco.
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Espectrometria de masas.

La espectrometria de masas es una técnica que permite la medicion de iones derivados
de moléculas (Fox, 2000).

El espectrometro de masas mide el tamafio y la abundancia relativa de estos fragmentos
y registra la informacién en forma de un espectro de masas. Este espectro sirve para
identificar un compuesto por comparacion con una muestra previamente identificada
para determinar su peso molecular exacto y, por medio de un analisis de patron de

fragmentacion, para establecer su estructura (Fox, 2000).

La mayoria de los instrumentos que se han desarrollado para producir el espectro de
masa se compone de cuatro unidades: sistema de entrada; fuente de iones; sistema
acelerador electrostatico, y colector del ion, amplificador y sistema de lectura (Willard,
1978).

En la Figura 1 se presenta un esquema del espectrometro de masas mas comun que es el

instrumento de ionizacidn por electrones y sector magnético (McMurry, 2001).

Electroiman

lones desviado$
—Haz ionizante  segun ny/z
de electrones

Rendija

Figura 1 Esquema de un espectrémetro de masas de ionizacion con electrones y sector

magnético (McMurry, 2001).
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Introduccion

Las moléculas se ionizan al chocar contra electrones de gran energia y algunas se
rompen. El paso de los fragmentos cargados a través de un campo magnético los

clasifica de acuerdo con su masa (McMurry, 2001).

Se evapora una pequefia cantidad de muestra, que entra al espectrémetro de masas; alli
es bombardeada por un haz de electrones de alta energia. Esta energia puede variar pero
lo recomendable es utilizar unos 70 electron volts (eV). Cuando el electron de alta
energia choca contra una molécula orgénica, expulsa un electron de valencia de ella y
produce un radical cation (cation porque la molécula ha perdido un electrén y adquiere
una carga positiva; radical porque la molécula tiene ahora una cantidad impar de

electrones.

El bombardeo por electrones transfiere tanta energia a las moléculas, que la mayor parte
de los radicales cation se fragmentan después de formarse; éstos salen despedidos en
pedazos mas pequefios, algunos de los cuales retienen carga positiva y otros son neutros.
A continuacién los fragmentos pasan a través de un tubo curvo, dentro de un campo
magnético intenso, que los desvia en cantidades ligeramente distintas, de acuerdo con su
razon de masa a carga (m/z). EI campo magnético no desvia los fragmentos neutros y se
pierde en las paredes del tubo, pero el espectrometro clasifica los trozos con carga
positiva y pasan a un detector, que los registra en forma de picos en las distintas
relaciones de m/z. Dado que z, la cantidad de cargas en cada ion, suele ser 1, el valor de

m/z para cada ion es igual a su masa m.

El espectro de masas de un compuesto se acostumbra presentar a manera de una grafica
de barras, (Figura 2) con las masas (valores m/z) en el eje x y la intensidad (cantidad de
iones de cierta relacion m/z que llega al detector) en el eje de las y al porcentaje de
abundancia relativa. Al pico mas alto se llama pico base, se le suele asignar 100% de

abundancia relativa (McMurry, 2001).
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Figura 2 Se muestra un ejemplo de grafico de un espectro de masas que en este caso

corresponde al espectro de masas de la naringenina.
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Justificacion

Il. JUSTIFICACION

Dada la limitada informacion existente de los prop6leos mexicanos acerca de la
composicion quimica y su actividad contra microorganismos Gram negativos, y la
relevancia que tienen los problemas respiratorios en la produccion cunicula causados
principalmente por Pasteurella multocida, se busca obtener informacion acerca de estas
sustancias en cuanto a su actividad antimicrobiana y perfil quimico, para determinar si
pueden ser utilizados como una alternativa en el tratamiento de la pasteurelosis en

conejos.
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1. OBJETIVOS

Objetivos Generales.

% Evaluar la actividad antibacteriana de propdleos de diferente origen frente
aislamientos de Pasteurella multocida obtenidos de conejos con problemas
respiratorios.

¢+ Correlacionar la composicion quimica de los propoleos con su actividad

antibacteriana.

Objetivos Particulares.

% Realizar los aislamientos de Pasteurella multocida de origen cunicula.
% Determinar cual de los diferentes propdleos tiene mayor actividad contra
Pasteurella multocida.

¢+ Determinar el perfil quimico de cada uno de los propoleos evaluados.
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Hipdtesis

IV. HIPOTESIS

Los diferentes propdleos mexicanos poseen actividad antibacteriana in vitro contra
Pasteurella multocida y esta actividad depende de los componentes quimicos que lo

constituyen.
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V. MATERIALY METODOS

A continuacion se muestra de manera grafica el disefio experimental (Figura 3) que

se utilizo para el desarrollo del trabajo.

Figura 3 Disefio experimental dividié en dos etapas.

PRIMERA ETAPA
Obtencion de muestras Obtencion de
para el aislamiento de propoleos brutos
Pasteurella multocida
Obtencion de los extractos
Identificacion por pruebas etanolicos de propoleo
bioquimicas (EEP)
Evaluacion
antibacteriana con los
diferentes EEP S
& B ’ . E
Analisis quimicos |
Prueba de difusion en placa U
N
Cromatografia de gases D
A
Analisis estadistico con la
prueba de X2 Espectrometria de masas E
A
Analisis de resultados P
A
21

Elisa Gutiérrez Herndndez



Material y métodos

Propoleos

Se buscd colectar propéleos brutos o en grefia, (es decir, tal como se colectan del panal)
de diferentes municipios de la Republica Mexicana con el fin de que todos procedieran

de diferentes condiciones geogréaficas: clima, altitud y vegetacion.

Procedencia de los propoéleos

Los propoleos se obtuvieron en grefia (propdleo bruto) y fueron colectados de los

apiarios por los propios apicultores.

Se obtuvieron en el siguiente orden:

1. Del municipio de Albino Zertuche perteneciente al Estado de Puebla que se ubica
a latitud: 17° 57' 54” y 18° 03' 18” N, longitud: 98° 26’ 42” y 98° 34’ 00” O,
altitud: 1,271 msnm. En este municipio cuenta con flora bosque de encinos
amarillos, asi como de selva baja caducifolia y algunas medicinales como son
quina, paraca, coachalalate y damiana. En la Figura 4 se observa la muestra

obtenida de este propdleo.

PUEBLA }

Figura 4 Propdleo en bruto del municipio de Albino Zertuche en el Estado de
Puebla.
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Material y métodos

2. El propdleo del municipio de Tlacotalpan ubicado a latitud: 18° 37" N, longitud:
95° 40' O, altitud: 10 msnm en el Estado Veracruz. La vegetacion que se
encuentra en este municipio es de tipo caducifolia y se encuentran arboles como
el encino, el fresno, sauce, alamo, naranjo, limon, etc. A continuacion se presenta
una imagen donde se puede apreciar el aspecto del propoleo en bruto obtenido.
(Figura 5)

VERACRUZ

Figura 5 Propoleo del municipio de Tlacotalpan en el Estado Veracruz

3. El propdleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan (FES-C) localizada
en el municipio de Cuautitlan lzcalli perteneciente al Estado de México y se
ubica en el municipio de a latitud: 19° 40° 50°° N, longitud: 99° 12’ 25 O,
altitud: 2,260 msnm. El municipio cuenta con ahiles, jacarandas, alamos blancos,
colorines, fresnos, eucaliptos, encinos pirules, capulines, sauces, ahuehuetes, etc.

En la Figura 6 se presenta una imagen de este propoleo.
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Figura 6 Propdleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en Cuautitlan
Izcalli, Estado de México.

4. El propodleo del municipio de San Juan del Rio en el Estado de Querétaro ubicado
a latitud: 20° 23' 19,83" Norte, longitud: 99° 59' 46,71" Oeste, altura 1,920
msmn. En este municipio cuenta con flora de mezquital, pastizal y matorral. El

aspecto de este propdleo se puede observar en la Figura 7.

Queretaro

Figura 7 Propoleo del municipio de San Juan del Rio en el Estado de Querétaro.
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5. El propdleo del municipio de Valle de Santiago en el Estado de Guanajuato y que
se ubica a una latitud 20° 23" 31", longitud 101° 11" 21", altura 1,720 msmn.
Este municipio cuenta con bosques de encino, mezquite y selva baja caducifolia,
ademas de zacaton, triguillo, lobero, mezquite, banderita nopal, largoncillo,
cuijote, tepehuaje, garambullo y casahuate. En la Figura 8 se puede apreciar la

muestra obtenida de este propoleo.
Fﬁ : oy ﬁj
9“ e

GUANAJUATO

¢« v O

Figura 8 Propdleo del municipio de Valle de Santiago en el Estado de Guanajuato.

Los propoleos se colectaron de septiembre de 2009 a marzo de 2010 y antes de ser

procesados se conservaron en obscuridad y a temperatura ambiente.

En la Tabla 5 se muestran las cantidades colectadas de cada uno de los propoleos

obtenidos.
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Tabla 5 Cantidad colectada de los propdleos en bruto expresada en gramos.

Lugar de procedencia Peso (g)

Albino Zertuche  (Puebla) 404.4
Tlacotalpan (Veracruz) 242.2
FES Cuautitlan  (Estado de México) 141.2
San Juan del Rio  (Querétaro) 55.8
Valle de Santiago (Guanajuato) 412.4

En la Figura 9 se presenta un mapa de la Republica Mexicana donde y se marca a cada

uno de los Estados en los cuales se obtuvieron los diferentes propdleos.

Figura 9 Mapa de la Republica Mexicana donde se muestran con el nimero 1 al Estado
de Guanajuato, el 2 nos indica Querétaro, el 3 al Estado de México, el 4 Pueblay el 5 al

Estado de Veracruz de los cuales proceden los propoleos estudiados.
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Preparacion del extracto etanélico de propoleo (EEP).

Este procedimiento se realizé en el laboratorio 121 del edificio de Quimica Orgéanica
ubicado en la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan campo 1, UNAM. Se tomaron
100 g de cada propoleo a excepcion del de San Juan del Rio del cual solo se usaron 50 g
para la extraccion. Cada propdleo se limpio, se triturd y se colocé en frascos &mbar con

etanol al 70% a razén de 1 a 3 peso/volumen, por 48 hrs. mezclandose esporadicamente.

Después del periodo de 48 hrs se filtrd utilizando papel filtro, los sélidos se re
suspendieron en la misma proporcion de etanol al 70% inicial y se volvieron a filtrar a

las 48 hrs. (Este proceso se repitio 2 veces)

A las fracciones filtradas les fue eliminado el exceso de etanol con un Rotovapor Biichi
R-205 B-490 con unas constantes de 85 revoluciones de rotacién, una temperatura del

vapor de 27°C y con una temperatura del bafio de 55°C.

Se tomd una alicuota de cada uno de los propoleos para ser llevados a sequedad por
evaporacion en campana de vacio por un periodo de 12 dias, mientras que el resto se
evaporé a temperatura ambiente en obscuridad lo cual requirié de 70 dias.

Los extractos se mantuvieron en frascos ambar y en refrigeracion a 4°C.

Aislamientos Bacterianos.

Las pruebas de aislamiento, identificacion y sensibilidad bacteriana se realizaron en el

laboratorio nimero 6 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria perteneciente a la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan campo 4, UNAM.

Se visitaron 4 diferentes granjas ubicadas en el Estado de México, con el fin de obtener

muestras de animales con signologia respiratoria (estornudos, mucosidad, dificultad
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respiratoria) in vivo de cavidad nasal y de animales muertos que mostraron mucosidad
en la cavidad nasal o miembros anteriores. Asi como de animales sacrificados que
presentaban signologia respiratoria, en ambos casos se colectaron traquea y pulmones de

donde se aislo la Pasteurella multocida.

Granjas cunicolas visitadas.

La primera granja que se visito fue en el municipio de Tultitlan Estado de México.

X4

L)

Se trata de una granja de traspatio.

X/
°

Propietario Sra. Teresa Morales.

>

% Dir. Calle Eje 6 Manzana 10 Lote 60, Col. Lomas de Cartagena.

L)

¢+ En esta granja se nos donaron 2 animales con signos respiratorios.

La segunda granja se ubica en el municipio de Huixquilucan Estado de México.

% Granja industrial 1500 vientres.

¢+ Propietario Sr. Oscar Gutiérrez Arzaluz.

++ Dir. Calle Paseo de las rosas s/n Col. Ignacio Allende C.P. 52760.

% Se nos donaron 5 conejos de la mortalidad del dia con evidencia de problemas
respiratorios.

% Y se tomaron muestras nasales de 2 animales vivos con evidentes signos

respiratorios.

La tercera granja se ubica en el municipio de Cuautitlan lzcalli.
¢+ Granja de traspatio con 35 vientres.
+¢+ Propietario Ing. Daniel Gonzaélez S.
R/

+ Dir. Calle Belisario Dominguez No. 100 San Lorenzo Rio Tecno.

++ Nos fueron donados 3 conejos con signologia respiratoria.
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La cuarta granja es la perteneciente a la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
% Granja industrial con 360 vientres.
¢+ Propietario UNAM.
s Km 2.5 carretera Cuautitlan — Teoloyucan.
¢ Se nos donaron 4 conejos enfermos de vias respiratorias y se tomaron 3 muestras

nasales.

Procesamiento de muestras.

Muestras in vivo

Se colectaron 5 muestras de la cavidad nasal de conejos con problemas respiratorios
mediante hisopos estériles los cuales se colocaron en tubos de ensayo estériles con tapa.
Las muestras se sembraron en agar sangre e incubaron a 37°C por un periodo de 24 y
hasta 48 hrs, transcurrido este tiempo se procedié a realizar la identificacion

bacterioldgica, identificando aquellas colonias con apariencia grisasea y mucoide.

Muestras de tejido pulmonar y traquea de animales muertos por pasteurelosis.

Se diseccionaron 14 tractos respiratorios para posteriormente trabajar en un area estéril
donde cada pulmoén se coloco dentro de una caja de Petri y seleccionandose el area
pulmonar a trabajar, se le colocé una espatula caliente sobre dicha area quemando
(esterilizando) la capa de células superficiales, con las tijeras estériles se corté el area y
se tomo la muestra con el asa de inoculacion estéril, y se procedié a sembrar en el medio
de cultivo agar sangre, posteriormente se incub6 a 37°C por un periodo de 24 a 48 hrs, y
al observar el desarrollo de colonias caracteristicas se procedié a hacer la identificacién

bacterioldgica.

La identificacion primaria de las bacterias se realizé basandose en las pruebas primarias

descritas por Cowan y Steel (1979) ver Anexo.
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Pruebas de sensibilidad

Las pruebas de sensibilidad se realizaron por triplicado, empleando agar Mueller Hinton
y utilizando la técnica de dilucion en agar, que es un método considerado por el instituto
de estandares clinicos y de laboratorio (CLSI del ingles Clinical and Laboratory
Standards Institute) como un método de referencia para el estudio de la sensibilidad

antimicrobiana (Gomez et al., 2009).
Preparacion de los in6culos.

A partir de cultivos de Pasteurella multocida de 24 hrs a 35°C. En agar Mueller Hinton,
se prepararon suspensiones en solucion salina fisioldgica a una densidad equivalente al
tubo 0.5 de Mc Farland (DO de 0.09-0.17, 80-82% de transmitancia) lo cual corresponde
a una concentracion de 1x10° Unidades formadoras de colonia (UFC) por ml.

Preparacion del "Stock™ de propoéleo.

Para la preparacién del stock de propdleo se utilizaron Unicamente los Extracto
Etandlico de Propdleo (EEP) que fueron secados por evaporacion en campana de vacio,

para lo cual se realizo lo siguiente:

¢+ Se pesaron 6 mg del EEP en un tubo Eppendorf utilizando la balanza analitica.
¢+ Posteriormente se le afiadio 1 ml de etanol al 70% y se agit6 en el vortex (Figura
10).
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1ml de
Etanol
al 70%

\_/

Tubo 6 mg Se agito hasta Stock de
Eppendorf de EEP homogeneizar propoleo

Figura 10 El esquema muestra como fue realizado el stock de propdleo que se utilizo en

las pruebas de sensibilidad

Por otro lado también se preparo el agar Mueller Hinton segun las indicaciones dadas
por el fabricante "BD Bioxon".

El medio fue servido en tubos a razén de 6 ml por tubo y se esterilizaron en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Una vez que el medio estéril tuvo una temperatura de 45°C

se comenz0 a trabajar de la siguiente manera:

%+ A cada tubo le fue retirado 50, 100 6 150 pL del agar para después ser sustituidos
por 50, 100 6 150 pL del stock de propéleo, posteriormente fueron
homogeneizados cuidadosamente utilizando un vortex y vertidos en las cajas de
Petri estériles con volumen para 10 ml.

%+ Para los controles positivos se empleo el medio Mueller Hinton integro a razén

de 6ml por caja.
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% También se prepararon medios control con etanol para lo cual también se
retiraron 50, 100 6 150 uL del agar para después ser sustituidos por 50, 100 6
150 pL de etanol al 70% esto con la finalidad de demostrar que de haber
inhibicion en el crecimiento bacteriano el Unico responsable seria el propoleo y

no asi el disolvente utilizado.

X/
°

Todas las cajas fueron debidamente identificadas y se les llevé a prueba de

esterilidad, donde fueron incubadas durante 24 horas a 35°C.

Inoculacién.

Se inocularon las 10 cepas de Pasteurella multocida en los medios con los 5 diferentes
propdleos a las diferentes concentraciones (0.3 mg/ml, 0.6 mg/ml y 0.9 mg/ml) a razén
de 0.5 pL del in6culo colocada en el agar mediante una micropipeta y esparcida con un
asa de inoculacion y se incubaron durante 24 horas a 37°C, cumplido este tiempo se

procedio a realizar la lectura.

Las 10 cepas de Pasteurella multocida se sembraron en agar Mueller Hinton y fueron
empleados, como grupos control positivo agar Mueller Hinton y agar Mueller Hinton

con etanol al 70%.

Cromatografia de gases y espectrometria de Masas.

El estudio cromatogréafico y de espectrometria de masas se realizaron en el laboratorio
de Farmacognosia de la Unidad de Biotecnologia y Prototipos ubicados en la Facultad

de Estudios Superiores lztacala, UNAM.

Se realizd6 una cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas en un
Cromatdgrafo de gases (Modelo 6850) acoplado a un Espectro de masas (Modelo
5975C) ambos de la marca Agilent Technologies, fabricado en China; columna HP-5MS
(fabricada en USA) de 30 metros de longitud, 0.25 mm de diametro interno y pelicula de
0.25 mm.
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La Columna utilizada por el cromatdgrafo de gases es una columna Discovery
C-18, con las siguientes caracteristicas: 250 x 4.6 mm con un tamafio de particula de 5
pum, se corrio de forma isocratica con una mezcla de metanol-acetonitrilo-agua (25-25-
50) con un flujo de 1 ml/min y con un detector de arreglo de diodos (DAD) a una
longitud de onda de 260 nm y realizando un barrido completo de 200-400 nm.
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VI. RESULTADOS

Cepas bacterianas

En total se diseccionaron 14 tractos respiratorios y se tomaron 5 muestras nasales
lograndose aislar 10 cepas bacterias identificadas como Pasteurella multocida tipo

capsular D, con las cuales se trabajo.

Rendimiento de los propdleos.

A continuacién en la Tabla 6 se presentan a detalle la cantidad de propdleo utilizado
para la obtencion del Extracto Etanolico de Propdleo (EEP), asi como los gramos de
extracto que se obtuvo en cada uno de ellos. Por otra parte en la Tabla 7 se muestra la
manera en que fueron llevados a sequedad los extractos ya sea la alicuota en una
campana de vacio por un periodo de 12 dias o bien evaporado a temperatura ambiente en
obscuridad y para lo cual se requiri6 el transcurso de 70 dias, ademas se muestra el

rendimiento para cada caso.

Tabla 6 Muestra el rendimiento de los 5 propdleos al pasar de prop6leo bruto a extracto

etanolico de propdleo.

pll%%ggggga ) Propole?gl;tlllzado EEP (g) Rencé(l;;n)lento
Albino Zertuche 404.4 100 20.15 20.15
Tlacotalpan 242.2 100 18.1 18.1
FES-C 141.2 100 22.6 22.6
San Juan del Rio 55.8 50 20.2 40.4
Valle de Santiago 412.4 100 43.6 43.6
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Tabla 7 Muestra el rendimiento en peso seco de los EEP durante su proceso en que

fueron llevados a sequedad, asi como los gramos que se obtuvieron en cada uno de estos

procesos.
Secado al vacio Secado a temperatura Total de
Lugar de ambiente EEP
procedencia Alicuota de seco (g)
EEP (q) EEP seco (9) EEP seco ()
Albino 170.8 4.4 4716 15.75 20.15
Zertuche
Tlacotalpan 71.4 1.55 316.4 16.55 18.1
FES-C 177 4.5 511.65 18.1 22.6
2?2 Juan del 39.2 2.1 200 18.1 20.2
\S’a”‘? de 41.2 8.5 300.2 35.1 436
antiago

Prueba de sensibilidad.

La lectura de la prueba se realiz6 a las 24 horas de la inoculacion, se revisé cada una de
las cajas y comparandose con sus controles positivos, donde todos los casos existid

crecimiento de colonias de Pasteurella multocida.

Los propodleos colectados en los municipios de Albino Zertuche y Tlacotalpan tuvieron
una concentracion minima inhibitoria (MIC del ingles Minimum Inhibitory
Concentration) superior a las concentraciones probadas que fueron de 0.3 mg/ml, 0.6
mg/ml y 0.9 mg/ml ya que ninguna de estas fue suficiente para inhibir de manera total

el crecimiento de Pasteurella multocida.

La MIC para el prop6leo de la FES-Cuautitlan corresponde a 0.9 mg/ml en tanto que
para el proveniente del municipio de San Juan del Rio, la MIC fue de > 0.3 mg/ml y para

el del municipio de Valle de Santiago la MIC correspondié a < 0.6 mg/ml.
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En la Tabla 8 se muestran los resultados generales de las pruebas de inhibicion donde se
puede observar que, la inhibicién de P. multocida con la concentracion mas baja probada
0.3 mg/ml fue obtenida por el propdleo de San Juan del Rio ya que este logro inhibir su
crecimiento de manera total en 75 de las 90 pruebas realizadas, siéndolos extractos de
Tlacotalpan y Puebla los que no tuvieron buena inhibicion en ninguna de las tres
concentraciones probadas, 0.3, 0.6 y 0.9mg/ml el que, en menos ocasiones lograra este
tipo de actividad. De esta manera se presenta un resumen del numero de veces que se
obtuvo inhibicion parcial, total o bien no se logro inhibir el crecimiento de la Pasteurella

por parte de cada uno de los propoleos probados.

Tabla 8 Resultados de la prueba de sensibilidad in vitro de P. multocida frente a los 5

EEP, provenientes de los diferentes municipios de la Republica Mexicana.

Sin inhibicion 42 45 15 6 6
Inhibicion parcial 9 9 9 9 21
Inhibicion total 39 36 66 75 63

En la Tabla 9 se muestran los resultados del promedio obtenido de las 3 repeticiones
realizadas para cada uno de los 5 propoéleo contra las 10 diferentes cepas de Pasteurella
multocida y se anota 0 para indicar que no hay inhibicion, + para indicar una inhibicién
parcial y finalmente ++ indican una inhibicion total de la cepas de P multocida. También
se muestra la prueba control positivo donde se observa que existe un crecimiento normal

de las cepas en el agar Mueller-Hinton.
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Tabla 9 Resultados de la prueba de sensibilidad in vitro de Pasteurella multocida frente
a 5 EEP provenientes de diferentes municipios de la Republica, a tres diferentes
concentraciones (0.3 mg/ml, 0.6 mg/ml y 0.9 mg/ml).

Concentraciones

EEP Cepa [0.3 mg/ml] 0.6 mg/mi] 0.9 mg/mi] Control

1 ++ ++ ++ 0

2 0 0 0 0

3 0 + ++ 0

4 0 0 0 0

. 5 0 0 0 0

Albino Zertuche 5 e vy vy 0

7 0 ++ ++ 0

8 0 0 0 0

9 ++ ++ ++ 0

10 + ar ++ 0

1 ++ ++ ++ O

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0

4 0 0 0 0

5 0 0 0 0

Tlacotalpan 6 T ”y ”y 0

7 ++ ++ ++ 0

8 0 0 0 0

9 ++ ++ ++ 0

10 + + ++ 0

1 + ++ ++ 0

2 0 ++ ++ 0

3 + ++ ++ 0

4 0 0 0 0

5 ++ ++ ++ 0

FES-C G —+ ++ ++ 0

7 ++ ++ ++ 0

8 0 + s 0

9 ++ ++ ++ 0

10 ++ ++ ++ 0

1 ++ ++ ++ 0

2 + ++ ++ 0

3 ++ ++ ++ 0

4 0 + ++ 0

San Juan del Rio 5 ++ ++ ++ 0

6 ++ ++ ++ 0

7 ++ ++ ++ 0

8 0 + ++ 0

9 ++ ++ ++ 0

10 ++ ++ ++ 0

1 + + + 0

2 0 ++ ++ 0

3 ++ ++ ++ 0

4 0 ++ ++ 0

. 5 ++ ++ ++ 0

Valle de Santiago 6 e e e 0

7 ++ ++ ++ 0

8 + + + 0

9 ++ ++ ++ 0

10 + ++ ++ 0

Nota: 0: sin inhibicion; +: inhibicidn parcial; y ++: inhibicion total.

37

Elisa Gutiérrez Herndndez



Resultados

Analisis estadistico

Los datos de las pruebas de susceptibilidad  “in vitro” de Pasteurella multocida,
obtenidos por los 5 diferentes extractos etanolicos de propoleos probados, fueron
comparados estadisticamente por X?.

Apoyados por el programa estadistico R 2.9.1

Empleando un nivel de significancia (p< 0.05)

En la Figura 11 se muestra que al realizar la comparacion de la actividad mostrada por el
prop6leo de San Juan del Rio fue superior al de los propéleos de Albino Zertuche,
Tlacotalpan se observé que hubo diferencia estadisticamente significativa ente estos de
(p<0.001) y entre los propoleos de San Juan del Rio y el propoleo FESC fue de
(p<0.05). De igual manera se observa que el propdleo de Valle de Santiago tuvo un

efecto similar al de San Juan del rio no encontrandose diferencia estadistica entre ellos.
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Resultados

Comparacion de los resultados de la prueba de inhibicién de los diferentes propoleos estudiados

%k K %k

100 :

75

Porcentaje de Inhibicion

25

e e e e e e e

e e e e e e e e e e e

1 2 3 4 S

Propoleos

Figura 11 Comparacion de los porcentajes de cepas de Pasteurella multocida inhibidas por los propéleos de 1 Albino
Zertuche, 2 Tlacotalpan, 3 FESC, 4 San Juan del Rio y 5 Valle de Santiago. Diferencia estadisticamente significativa entre los
propdleos estudiados, *** (p<0.001), * (p<0.05)
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Resultados

En la figura 12 podemos ver el control positivo de agar Mueller Hinton con crecimiento
de colonias y agar Mueller Hinton con etanol al 5, 10 y 15% y se ve el crecimiento de
Pasteurella multocida. Y en la figuras 13, 14, 15, 16 y 17 ilustran las pruebas de
sensibilidad de los diferentes propdleos Albino Zertuche, Tlacotalpan, FES-Cuautitlan,
San Juan del Rio y Valle de Santiago respectivamente acompafiados del su control
positivo en la parte superior y en la parte inferior se observan las 3 concentraciones

probadas 0.3, 0.6 y 0.9 mg/ml con una de las cepas trabajadas.

; Nontrol Agar
\ Mueller-Hinton

Figura 12 Arriba se muestra el control (Agar Mueller-Hinton), abajo se muestran 3
diferentes concentraciones [5%, 10% y 15%] de etanol al 70%, todas con crecimiento

normal.
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Resultados

Figura 13 Arriba se muestra el control (Agar Mueller-Hinton) con crecimiento normal,
abajo se muestran 3 diferentes concentraciones [0.3 mg/ml, 0.6 mg/ml y 0.9 mg/ml]

del extracto etandlico de propdleo proveniente de Albino Zertuche.

Figura 14 Arriba se muestra el control (Agar Mueller-Hinton) con crecimiento normal,
abajo se muestran 3 diferentes concentraciones [0.3 mg/ml, 0.6 mg/ml y 0.9 mg/ml]

del extracto etandlico de prop6leo proveniente de Tlacotalpan.
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Resultados

0.9 mg/ml

O TG 1T
Figura 15 Arriba se muestra el control (Agar Mueller-Hinton) con crecimiento normal,
abajo se muestran 3 diferentes concentraciones [0.3 mg/ml, 0.6 mg/ml y 0.9 mg/ml]
del extracto etandlico de propoleo proveniente la FES-Cuautitlan.

Control

Figura 16 Arriba se muestra el control (Agar Mueller-Hinton) con crecimiento normal,
abajo se muestran 3 diferentes concentraciones [0.3mg/ml, 0.6mg/mly 0.9mg/ml] del

extracto etanolico de propdleo de San Juan del Rio.
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Resultados

Control

0.9 mg/ml

0.3 mg/ml

Figura 17 Arriba se muestra el control (Agar Mueller-Hinton) con crecimiento normal,
abajo se muestran 3 concentraciones diferentes [0.3 mg/ml, 0.6 mg/ml y 0.9 mg/mi]
del extracto etanolico de propdleo del municipio de Valle de Santiago con una inhibicion

total en las 3 concentraciones.
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Resultados

Anélisis de los propdleos.

En primer lugar, se realizd un analisis general de los prop6leos empleados en el presente
trabajo y después el perfil quimico de los mismos, estableciéndose las correlaciones

existentes entre ellos.

Asi, de acuerdo al analisis realizado por cromatografia de gases, se observa diferencia en
el cantidad y composicion quimica entre los EEP. En donde, se pueden contabilizar 33
compuestos para el propoleo de la FES Cuautitlan, 42 en el de Albino Zertuche, 48 en el
de Valle de Santiago, 42 en el de San Juan del Rio y 16 en el de Tlacotalpan Tabla 10.
En este sentido, es importante sefialar que el nimero de componentes de un prop6leo no
necesariamente es significativo de su actividad antibacteriana, sino que es la naturaleza
quimica de los componentes, asi como la concentracion de ellos en cada muestra, la que

le confiera esa propiedad.

De acuerdo a la actividad que se observé contra Pasteurella multocida con los diferentes
propoleos, en orden decreciente fue San Juan del Rio > Valle de Santiago > FES
Cuautitlan > Albino Zertuche > Tlacotalpan. Esta actividad antibacteriana parece no
estar relacionada con el nUmero de componentes encontrados en cada propoleo. Un dato
adicional importante es la época de produccion del los propoleos, ya que su contenido
quimico esta relacionado con las plantas que visitan las abejas para su produccion; asi,
se hace mencion que el propdleo de Albino Zertuche fue producido durante la época de
verano de 2009, y que el resto de los propoleos se produjeron durante otofio de 2009 a
excepcion del propdleo de Valle de Santiago que ya pertenece a la primavera del 2010.
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Resultados

Tabla 10 Comparacion de los tiempos de retencion (TR) y porcentaje de abundancia

obtenidos en la espectrometria de masas de los 5 propoleos.

Propdleo de . . Propdleo de
ALBINO TLZVC"gﬁ‘X’Ld;AN Propéleo FES-C F;L"Kﬁl'%’Edi ?ﬁc’)\l VALLE DE
PICOS  ZERTUCHE SANTIAGO

TR % TR % TR % TR % TR %

(min) TOTAL (min) TOTAL (min) TOTAL (min) | TOTAL (min) TOTAL
1 4.391 4.436% 4.528 5.429% 4.408 7.363% 4.215 1.537% 4.369 0.607%
2 5.02 1.425% 4,793 4.604% 4.536 3.190% 5.037 0.780% 4.549 6.294%
3 5.072 1.632% 5.187 8.198% 4.828 0.355% 5.247 1.160% 4.806 1.148%
4 5247 | 12.630% | 5.431 1.546% 5.226 24.300% 7.281 0.380% 5.299 15.203%
5 6.219 0.763% 5.723 2.333% 5.457 2.081% 9.786 1.528% 5.457 5.858%
6 6.455 3.165% 6.087 0.931% 5.958 4.389% 10.039 | 0.399% 5.744 4.335%
7 6.862 1.961% 6.189 61.992% | 6.108 25.522% | 15.096 | 0.273% 6.108 10.990%
8 6.922 1.007% 6.695 1.355% 6.463 0.406% 16.564 | 0.327% 6.211 25.385%
9 7.256 0.686% 8.343 1.502% 6.712 17.458% 16.757 0.408% 6.472 0.824%
10 7.337 4.878% 8.913 1.011% 6.887 0.685% 17.408 | 0.310% 7.294 0.396%
11 8.168 1.649% 9.140 1.213% 7.26 0.557% 17.926 0.302% 7.452 0.280%
12 8.236 0.804% 10.835 2.282% 7.384 0.548% 18.718 | 1.269% 8.236 0.601%
13 8.647 0.865% 11.032 2.062% 7.457 0.395% 19.806 0.485% 8.72 0.254%
14 9.033 1.076% 13.156 3.309% 7.876 0.280% 20.504 | 2.885% 8.917 1.010%
15 9.538 0.853% 14.124 0.758% 8.202 0.328% 20.923 | 1.539% 9.088 0.752%
16 9.782 9.610% 29.415 1.474% 8.917 1.659% 22.242 2.180% 9.144 0.414%
17 10.146 0.793% 9.337 1.105% 22.482 0.275% 9.277 0.542%
18 10.27 1.524% 9.786 1.168% 22.619 | 3.606% 9.658 0.347%
19 11.028 | 3.934% 10.548 0.366% 22.863 | 0.622% 9.786 0.566%
20 12.026 | 1.967% 10.698 0.287% 22.906 | 0.776% | 10.034 0.365%
21 12.377 0.985% 10.848 0.495% 22.966 4.422% 10.835 1.573%
22 12.792 | 0.759% 11.405 0.626% 23.24 0.287% | 10.882 0.488%
23 13.028 0.707% 11.764 0.273% 23.356 1.459% 10.994 0.298%
24 13.533 | 0.685% 12.801 0.536% 23.557 | 0.852% | 11.349 0.381%
25 15.764 | 1.183% 14.638 0.397% 23.895 | 1.053% 12.15 0.324%
26 16.569 | 1.090% 16.479 0.606% 24375 | 0.571% | 12.385 0.354%
27 16.757 1.824% 17.408 0.303% 24.443 0.643% 13.156 1.551%
28 17.293 0.761% 20.491 0.297% 24.49 1.545% 13.383 0.271%
29 17.408 1.014% 22.238 0.360% 24906 | 0.461% | 14.119 0.311%
30 17.609 | 1.489% 26.439 2.290% 25.616 | 0.414% | 14.633 0.441%
31 17.858 1.224% 28.199 0.669% 25.736 0.756% 15.113 1.082%
32 17.931 | 1.044% 28.503 0.366% 26.113 | 0.773% | 16.479 0.338%
33 19.147 1.291% 28.974 0.337% 26.443 | 26.455% | 16.663 0.378%
34 19.853 | 0.686% 26.546 | 2.418% 20.5 0.317%
35 20.093 | 0.923% 27.385 | 0.514% | 20.924 0.309%
36 20.491 | 1.675% 27.436 | 2.760% | 22.238 0.379%
37 20.624 0.997% 28.113 1.480% 22.615 0.404%
38 22.213 | 0.834% 28.207 | 8.753% | 22.966 0.422%
39 22.487 1.280% 28.331 | 6.937% | 23.934 0.334%
40 23934 | 1.219% 28.798 | 5.202% | 24.268 0.381%
41 26.97 21.926% 28.974 8.463% 26.469 9.272%
42 28.503 | 0.747% 29.77 2.741% | 27.441 0.463%
43 28.113 0.263%
44 28.211 1.769%
45 28.331 0.733%
46 28.515 0.275%
47 28.798 0.328%
48 28.969 0.391%
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Resultados

En las tablas 11 a la 15 se presentan los nombres de los compuestos propuestos por el
equipo de espectrometria de masas de los 5 prop6leos analizados por cromatografia de
gases acoplado a masas, se muestra también el tiempo de retencion y porcentaje de

abundancia que se obtuvo por la cromatografia.

Tabla 11 Tiempos de retencién, porcentajes y la propuesta del compuesto de acuerdo a
la base de datos del equipo de espectrometria de masas y la aplicacién de criterio

quimico del propoleo del municipio de Albino Zertuche-Puebla.

COMPUESTO PROPUESTO DE ACUERDO A LA BASE DE DATOS DEL
ESPECTROMETRO DE MASAS

PICOS TR(min) % TOTAL

1 4.391 4.436% 1,2 -Ciclopentanedione

2 5.02 1.425% Benzaldehido

3 5.072 1.632% 2-Ciclopenteno-1-one,3-metil-

4 5.247 12.630% Fenol

5 6.219 0.763% DL-Leucina,N-glicil-

6 6.455 3.165% Benzaldehido,a-hidroxi-

7 6.862 1.961% Acetofenona

8 6.922 1.007% Acido acético, 6-morfolina-4-il-9oxobicyclo[3.3.1 Jno-3-
9 7.256 0.686% 1,2-Ciclopentanedion,3-metilo

10 7.337 4.878% 1-Butanol,3-metil- ,acetato

11 8.168 1.649% Ciclohexano,1-metoxilo-

12 8.236 0.804% 4H-Piran-4-one,2,3-dihidro-3,5-dihidroxi-6-metilo-
13 8.647 0.865% Fenol,3,5-dimetolo-

14 9.033 1.076% 1,2,6-Hexanetriol

i3 9.538 0.853% Benzofurano,2,3.dihidro-

16 9.782 9.610% Benzotiazol

17 10.146 0.793% 3-Etilo-6-trifluoroacetoxioctano

18 10.27 1.524% Formamide,N-cicloexil-

19 11.028 3.934% Phenol,2-methyl-5-(1-metiloetil)-

20 12.026 1.967% Benzaldehyde,4-hydroxy-

21 12.377 0.985% 2-Furan metanol,5-etenil tetrahidro-a,a-5-trimetil-,c
22 12.792 0.759% Difenil éter

23 13.028 0.707% Disulfiuro, metil(metiltio)fenilmetil

24 13.533 0.685% 5,6,7,8,9,10-Hexahidrobenzocicloocteno

25 15.764 1.183% 1-Isoleucina,N-propoxicarbonil-, éster etilo

26 16.569 1.090% (1R,3R,4R,5R)-(-)-Acido quinico

27 16.757 1.824% 2- Benzotiazolamina,N-etilo-

28 17.293 0.761% 2(3H)-Benzothiazol

29 17.408 1.014% Fenol, 4-(1,1,3,3-tetrametillbutill)-

30 17.609 1.489% Fenol, 4-(1,1-dimetilpropil)-

31 17.858 1.224% (-)-Espatulenol

32 17.931 1.044% Leden oxide-(I)

33 19.147 1.291% Fenol, 4-(1,1,3,3-tetrametillbutil)_

34 19.853 0.686% Oxido aromadendreno

35 20.093 0.923% (7R)-trans-sys-cis-triciclo[7.3.0.0(2,6)]-dodecano-7-ol
36 20.491 1.675% Acido palmitico, éster metilo

37 20.624 0.997% Estra-1,3,5(10)-trien-17R-ol

38 22.213 0.834% 4,5,6-Metheno-1,2-benzisoxazole,3a,4,5,6,7,7a-hexal
39 22.487 1.280% Acido palmitico, 16- éster metilo

40 23.934 1.219% N,N-Dimetil dodecanamide

41 26.97 21.926% Acido 1,2-bencenodicarboxilico, ftalato de diisooctilo
42 28.503 0.747% Acido palmitico, 1-(hidroxi metil)1,2-etanedil
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Resultados

Tabla 12 Tiempos de retencion, porcentajes y la propuesta del compuesto de acuerdo a

la base de datos del equipo de espectrometria de masas y la aplicacion de criterio

quimico del propdleo de Tlacotalpan-Veracruz.

) COMPUESTO PROPUESTO DE ACUERDO A LA BASE DE DATOS DEL
0 2
PICOS | TR(min) | %TOTAL ESPECTROMETRO DE MASAS

1 4.528 5.429% 1-R-a-Pineno

2 4.793 4.604% Canfeno

3 5.187 8.198% Biciclo[3.1.0 Jhexano,4-metileno-1- (1-metiletil)-

4 5.431 1.546% Biciclo[3.1.0 Jhexano,4-metileno-1- (1-metiletil)-

5 5.723 2.333% Biciclo[3.1.0 Jhexano,4-metileno-1- (1-metiletil)-, derivado didehidro
6 6.087 0.931% Benzene,1-methil-2-(1-methylethyl)

7 6.189 61.992% Limoneno

8 6.695 1.355% 1,4-Ciclohexadieno,1-metil-4-(1-metiletil)-

9 8.343 1.502% Biciclo[2.2.1]heptano-2-one,1,7,7-trimetil-,(1R)-

10 8.913 1.011% 3-Ciclohexeno-1-ol,4-metil-1-(1-Metiletil)-, ®-

11 9.14 1.213% 3-Ciclohexeno-1-methanol,a,a4-trimetil-

12 10.835 2.282% 3-Ciclohexeno-1-methanol,a,a4-trimetil-

13 11.032 2.062% Phenol,2-methyl-5-(1-methylethyl)-

14 13.156 3.309% Cariofileno

15 14.124 0.758% 1H-Ciclopenta[1,3]ciclopropa[1,2]benzeno,octahidro-7-metil-3-metileno
16 29.415 1.474% 3’ 5-diacetoxi-3.3’.7-trimetoxiflavona
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Resultados

Tabla 13 Tiempos de retencion, porcentajes y la propuesta de los compuestos dados por
la base de datos del equipo de espectrometria de masas y la aplicacion de criterio

quimico del propdleo de FESC-Estado de México.

COMPUESTO PROPUESTO DE ACUERDO A LA BASE DE DATOS DEL
ESPECTROMETRO DE MASAS

PICOS TR(min) % TOTAL

7.363% Biciclo[3.1.0]hexano,4-metil-1-(1-metiletil)-,didel
2 4.536 3.190% 1 R-a- Pineno
3 4.828 0.355% Canfeno
4 5.226 24.300% Biciclo[3.1.0]hexano,4-metileno-1-(1-metil etil)
5 5.457 2.081% Biciclo [3.1.1]heptano, 6,6-dimetileno-,(1S)-
6 5.958 4.389% 1,3-Cyclohexadiene, 1-methyl-4-(1-metil etil)-
7 6.108 25.522% Benceno, 1-metil-2-(1-metil etil)-
8 6.463 0.406% Benzaldehido,2-hidroxi-
9 6.712 17.458% 1,4-Ciclohexadieno, 1-metil-4-(1-metil etil)-
10 6.887 0.685% Terpineol, cis-R-
11 7.26 0.557% Ciclohexano, 1-metil-4-(1-metil etilideno)-
12 7.384 0.548% Ciclohexano, 1-metil-4-(1-metil etilideno)-
13 7.457 0.395% Terpineol, cis-R-
14 7.876 0.280% 2-Ciclohexen-1-ol,1-metil-4-(1-metil etil)-,trans-
15 8.202 0.328% Nicoxamat
16 8.917 1.659% 3-Ciclohexen-1-ol,4-metil-1-(1-metil etil)-,®-
17 9.337 1.105% Decanal
18 9.786 1.168% Benzotiazole
19 10.548 0.366% 3-Hexyne-2,5-diol,2,5-dimetil-
20 10.698 0.287% 3,3-Diisopropil-1-(2,2,2-trifluoro etil)azetidina-2,4-dioene
21 10.848 0.495% 3-Hexyne-2,5-diol,2,5-dimethyl-
22 11.405 0.626% 4,4-Dimetilpentano-2-enal
23 11.764 0.273% Benzenemethanol,3-hydroxy-
24 12.801 0.536% Dodecanal
25 14.638 0.397% 1-Hidroxi-1,7-dimetil-4-isopropil-2,7-ciclodecadieno
26 16.479 0.606% tau-Cadinol
27 17.408 0.303% Fenol,4-(1,1-dimetilpropil)-
28 20.491 0.297% Acido palmitico
29 22.238 0.360% 3.Furan écido carboxilico,4-(2,3-dihidro-1-oxo0-1H-inden-
30 26.439 2.290% 4H-1-Benzopirano-4-one,2,3-dihidro-5,7-dihidroxi-2-p
31 28.199 0.669% Naringenina
32 28.503 0.366% 2-Acido tiofenocarboxilico,5-nonil-
33 28.974 0.337% Naringenina

48
Elisa Gutiérrez Herndndez



Resultados

Tabla 14 Tiempos de retencién, porcentajes y la propuesta del compuesto de acuerdo a
la base de datos del equipo de espectrometria de masas y la aplicacion de criterio

quimico del propoleo de San Juan del Rio-Querétaro.
DE ACUERDO A LA BASE DE DATOS DEL ESPECTROMETRO DE

PICOS TR (min)

MASAS
1.537% D-Stramine,O-2amino-2-deoxi-a-D-glucopiranosil-(14)-O-[O-2,6-diamino-
2 5.037 0.780% Glicerina
3 5.247 1.160% Fenol
4 7.281 0.380% 1,2,3-Propanetriol,monoacetate
5 9.786 1.528% Benzotiazol
6 10.039 0.399% 1,2,3-Propanetriol,monoacetate
7 15.096 0.273% | Acido dedecanoico
8 16.564 0.327% 2-Benzothiazolaminae,N-etil-
9 16.757 0.408% 2(3H)-Benotiazol
10 17.408 0.310% Fenol,4-(1,1-dimetilpropil)-
11 17.926 0.302% Fenol, 4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)-
12 18.718 1.269% Hexadecanal
13 19.806 0.485% 2-Hepadecanona
14 20.504 2.885% | Acido hexadecanoico
15 20.923 1.539% Acido hexadecanoico y su éster metilico
16 22242 2180% gi,issai-giiqr_nfthyl-1-(3-phenyl-oxiran-2-yl)-deca-4,8-dienylidene]-(2-pheny|-
17 22.482 0.275% Metil éster del &cido 9-metilhepotadecanoico
18 22,619 3.606% | Acido Oleico
19 22.863 0.622% | Acido octadecanoico
20 22.906 0.776% Ester etilico del acido 9E,12E-octadecanoico
21 22.966 4.422% Oleato etilico
22 23.24 0.287% Acido octadecanoico y su éster etil
23 23.356 1.459% Acido Oleico
24 23.557 0.852% Alcohol behénico
25 23.895 1.053% 2-Hexyny! aldehido dietil acetal
26 24.375 0.571% Octacosano
27 24.443 0.643% 1,2-Cyclohexanediol,1-methyl-4-(1-methylethyl)-
28 24.49 1.545% 2 nonadecanona
29 24.906 0.461% Ester etil del &cido 3-hidroxitridecanoico,
30 25.616 0.414% 2-Propen-1-one,1-(2,6-dihydroxy-4-methoxyphenyl)-3-phenyl-,€-
31 25.736 0.756% Acetato de Z-(13,14-epoxitetradec-11-en-1-il
32 26.113 0.773% 2-1sopropyl-5-methyl-6-oxabicyclo[3.1.0]hexane-1-carboxaldehyde
33 26.443 26.455% | Pinocembrina
34 26.546 2.418% 2-Miristinoil panteteina
35 27.385 0.514% 1-[2-(hexadeciloxi)etoxi]octadecano
36 27.436 2.760% Naringenina
37 28.113 1.480% Naringenina
38 28.207 8.753% Naringenina
39 28.331 6.937% Crisina
40 28.798 5.202% 4H-1-Benzopirano-4-i5,7-dihidroxi-2- (4-hidroxifenil)-
41 28.974 8.463% Naringenina
42 29.77 2.741% Naringenina
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Resultados

Tabla 15 Tiempos de retencion, porcentajes y la propuesta del compuesto de acuerdo a
la base de datos del equipo de espectrometria de masas y la aplicacion de criterio

quimico del propdleo de Valle de Santiago-Guanajuato.

PICOS TR(min)  %TOTAL COMPUESTO PROPUESTO DE ACUERDO A LA BASE DE DATOS DEL

ESPECTROMETRO DE MASAS

1 4.369 0.607% | Triciclo[2.2.1.0(2,6)]heptano,1,7,7-trimetil-

2 4.549 6.294% 1R-a-Pineno

3 4.806 1.148% Camfeno

4 5.299 15.203% | Biciclo[3.1.1]heptano,6,6-dimetil-2-metileno-,(1S)-

5 5.457 5.858% B-Myrceno

6 5.744 4.335% Biciclo[3.1.0]hexano,4-metil-1-(1-metil etil)-,derivado didehidro.
7 6.108 10.990% | Benzeno, 1-metil-3-(1-metil etil)-

8 6.211 25.385% | Biciclo[3.1.0]hex-2-ene, 4-metil-1-(1-metil etil)-

9 6.472 0.824% 1,3,6-Octatriene,3,7-dimethyl-,(Z)-

10 7.294 0.396% Biciclo{2.2.1]heptano-2-one,1,3,3-trimetil-

11 7.452 0.280% Ciclohexano,2-etenil-1,1-dimetil-3metileno-

12 8.236 0.601% Biciclo[3.1.1]heptano-3-ol,6,6-dimetil-2-metileno-,[1S-(1a,3a,5a)]-
13 8.72 0.254% Isobomeol

14 8.917 1.010% 3-Ciclohexen-1-ol,4-metil-1-(1-metil etil)-,(R)

15 9.088 0.752% 2-Ciclohexen-1-one,4-(1-trimetil)-

16 9.144 0.414% 3-Ciclohexene-1-metanol,a,a4-trimetil-

17 9.277 0.542% (1R)-(-)-Mirtenal

18 9.658 0.347% 2,6-Octadiene,1-(1-etoxietoxi)-3,7-dimetil-

19 9.786 0.566% Benzotiazol

20 10.034 0.365% Benzaldehido,4-(1-metil etil)-

21 10.835 1.573% Bomyl acetate

22 10.882 0.488% Benzoenemethaol,4-(1-metil etil)-

23 10.994 0.298% 1-Ciclopentano-1-metanol,2-metil-5-(1-metil etil)-

24 11.349 0.381% (1S,2S,3R,5S)-(+)-Pinanediol

25 12.15 0.324% 5-lodo-2,7-dioxa-tricyclo[4.2.1.0(3,8)]decane

26 12.385 0.354% 2(3H)-Benzofuranona,hexahidro-4,4,7a-trimetil-

27 13.156 1.551% Cariofileno

28 13.383 0.271% 7-Oxabiciclo[4.1.0]heptano-2-one, 3-metil-6-(1-metil etil)-

29 14.119 0.311% 1H-Ciclopenta[1,3]ciclopropa[1,2]benzeno,octahidro-7-metil-3-metileno-
30 14.633 0.441% 1-Hydroxy-1,7-dimethyl-4-isopropyl-2,7-cyclodecadiene

31 15.113 1.082% Cyclohexanemethanol,4-ethenyl-a,a,4-trimethyl-3-(1-methylethenyl)-,[1R-(1a,3
32 16.479 0.338% tau Cadinol

33 16.663 0.378% 2-Naftalenometanol,decahidro-a,a,4a-trimetil-8-metileno-,[2R-(2a,4a
34 20.5 0.317% | Acido palmitico

35 20.924 0.309% | Acido palmitico y su éster de etilo

36 22.238 0.379% 4,5,6-Meteno-1,2-benzisoxazol,3a,4,5,6,7,7a-hexahidro-3-(2,4,6-trimetil
37 22.615 0.404% | Acido Oleico

38 22.966 0.422% Oleato Etilico

39 23.934 0.334% Decanamide,N,N-dimetil-

40 24.268 0.381% Thunbergol

41 26.469 9.272% 4H-1-Benzopirano-4-one,2,3-dihidro-5,7-dihidroxi-2-fenil-,(S)-

42 27.441 0.463% Naringenina

43 28.113 0.263% Naringenina

44 28.211 1.769% Naringenina

45 28.331 0.733% | Crisina

46 28.515 0.275% Acido propanoico, 3-(4-aminocarbonil-1-piperidil)- tert-butil éster
47 28.798 0.328% 4H-1-Benzopirano-4-one,5,7-dihidroxi-2-(4-hidroxifenil)-

48 28.969 0.391% Naringenina
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Los cromatogramas de los propdleo fueron significativamente diferentes, destacando las
siguientes observaciones: el prop6leo de San Juan del Rio contiene compuestos
mayoritariamente mas polares que los otros propdleos (compuestos de tipo flavonoide,
de manera particular), mientras que los propéleos de la FESC y el de Tlacotalpan
contienen principalmente compuestos no polares, de tipo monoterpénico. El propdleo de
Valle de Santiago se caracteriz6 por contener ambos tipos de componentes, principal y
mayoritariamente de tipo monoterpénico, y el propoleo de Albino Zertuche contiene

componentes de baja (monoterpenos), media y alta polaridad (flavonoides).

Por otro lado, en cuanto a la naturaleza quimica de los componentes y su concentracion
en cada propo6leo es necesario mencionar gque esta Ultima fue evaluada por cromatografia
de gases, por lo que estos valores se tomaran como reales. Sin embargo, la identificacion
de cada componente se ha realizado con el apoyo de la biblioteca de la base de datos del
equipo de espectrometria de masas, por lo que dicha identificacion para este trabajo sera
considerada por estas sugerencias, siendo que el grado de confiabilidad es grande pero

no definitiva.

Asi, destaca a primera vista el propdleo de Tlacotalpan, el cual presenta un componente
mayoritario (62%), propuesto como limoneno por la base de datos del espectrometro de
masas (Figura 18 y Tabla 12), metabolito secundario caracteristico de los citricos, como

naranja, limén, mandarina, toronja, entre otros.

Figura 18 Limoneno
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En cuanto al propoleo de San Juan del Rio, se observa que contiene un compuesto
mayoritario  (26.45%), propuesto como una flavanona, la 2,3-dihidro-5,7-
dihidroxiflavona (Figura 19 y Tabla 14), llamada también pinocembrina, dihidrocrisina,

pinostrobina o flavanona Galangina (The Online Chemical, 2010).

HO o)

OH 0]

Figura 19 2,3-Dihidro-5,7-dihidroxiflavona

También para el propéleo del municipio de San Juan del Rio, es importante observar la
gran cantidad en su contenido de derivados de cadena alifatica grande saturada e
insaturada, como el acido dodecanoico, hexadecanal, 2-hepadecanona, acido
hexadecanoico y su éster metilico, el metil éster del acido 9-metilheptadecanoico, acido
oleico y su etil éster, acido octadecanoico y su ester de etilo, éster etilico del acido
9E,12E-octadecadienoico, alcohol behénico o docosanol, octacosano, 2.nonadecanona,
etil éster del acido 3-hidroxitridecanoico, y el acetato de Z-(13,14-epoxitetradec-11-en-

1-il), 1-[2-(hexadeciloxi) etoxi]octadecano.

Ademas, en la parte polar de este prop6leo se puede apreciar la existencia de compuestos
flavonoides como la mencionada dihidrocrisina, la flavanona naringenina, también

Ilamada naringetol, y su 2,3-dideshidro derivado.

Con respecto a los resultados obtenidos de la cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas, el equipo empleado sefiala que los picos con tiempo de
retencion de 27.436, 28.113, 28.207, 28.974 y 29.770 minutos, son asignados a la
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naringenina (o tal vez a algunos de sus isomeros estructurales). Si esto se considera
como cierto, el porcentaje de este compuesto en el propéleo es del 24.197%.

Otro flavonoide importante encontrado en este propoleo es la crisina, derivado 2,3-
dideshidro de la dihidrocrisina (6.937%). Por ultimo en cuanto al contenido de
flavonoides en este propdleo se encuentra el 2,3-dideshidronaringenina en un porcentaje
de 5.202%. Asi, el contenido de todos los flavonoides en el propdleo de San Juan del

Rio es de 62.786% como se muestra en la Tabla 16.

Con estas observaciones y con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se podra
hacer una correlacion entre el contenido de flavonoides, principalmente pinocembrina,
naringenina y crisina, y la efectividad contra Pasteurella multocida, como los
principales responsables de la actividad, a las concentraciones de 0.3 y 0.6 mg/ml de
prop6leo, ya que todo parece indicar que su contenido es crucial para la actividad
evaluada en este trabajo.

Tabla 16 Porcentaje de flavonoides totales en los 5 propéleos estudiados.

Propoleo | Flavonoides Totales
Albino Zertuche 0%
Tlacotalpan 1.474%
FESC 3.296%

San Juan del Rio 62.786%
Valle de Santiago 12.891%

Finalmente para este propéleo, su contenido en compuestos de tipo terpénico es casi
nulo, como se menciond anteriormente, por lo que se puede inducir que estos

compuestos participan poco o nada en la actividad contra Pasteurella multocida.

Realizando un andlisis del contenido del propdleo de Valle de Santiago, se puede
observar que contiene naringenina, aunque en un porcentaje menor (2.886%,
considerando los porcentajes de cada pico registrados con ese nombre en el analisis de
espectrometria de masas) que en el de San Juan del Rio. Con respecto a su contenido de

pinocembrina, este propoleo contiene 9.272% y 0.733% de crisina, haciendo un total de
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12.891%. Este menor contenido de flavonoides, indicaria una menor actividad contra
Pasteurella multocida, lo que esté& de acuerdo con la evaluacion experimental realizada a
concentraciones < 0.6 mg/ml de propdleo. Ademas, por la actividad antimicrobiana
mostrada por este propdleo, se puede inducir que principalmente la menor concentracion

de la pinocembrina y de naringenina es la razon de su menor actividad biol6gica.

En cuanto al propoleo de la FESC se obtuvo que su contenido de naringenina es de
1.006%, de pinocembrina de 2.290%, mientras que la crisina no fue detectada. Asi, es
comprensible que esta menor concentracion de flavonoides dio como resultado una
menor actividad contra Pasteurella multocida con respecto a los de San Juan del Rio y
Valle de Santiago, a concentraciones de 0.3 - 0.6 mg/ml de propdleo. Ademas, el gran
contenido de compuestos menos polares, de tipo terpénico principalmente, es una

caracteristica de este propoleo.

El propdleo poblano mostr6 menor actividad antimicrobiana con respecto a los tres
propdleos presentados anteriormente, lo cual parece estar relacionado con la nula
presencia de flavonoides. Al parecer su actividad bioldgica se puede establecer con
respecto a su contenido en la gran variedad de compuestos quimicos y al sinergismo que
se pueda dar entre ellos en el propdleo, principalmente por la presencia del ftalato de

diisooctilo, presente en un 21.926% vy al fenol, contenido en 12.630%.

Por otro lado, el propdleo de Tlacotalpan fue el que mostré menor actividad
antibacteriana, lo que se puede correlacionar a la ausencia de los flavonoides
pinocembrina, naringenina y crisina. Aungue este material contiene un compuesto
flavonoide, la 3°,5-diacetoxi-3,3”,7-trimetoxiflavona, en un 1.474%, su concentracion al
ser muy baja, solo es capaz de inhibir (incluyendo el sinergismo con los demas
componentes del propdleo) el crecimiento de Pasteurella multocida en una proporcion
mucho menor que los otros propéleos, ademas de que los grupos hidroxilo presentes en
ella estan protegidos, lo que indica que para que un flavonoide presente actividad

antibacteriana apreciable, es necesaria la presencia de los flavonoides hidroxilados.
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Finalmente, es posible realizar una correlacion entre el contenido de los componentes de
los propdleos empleados en este trabajo, como se muestra en la  Tabla 10; sin embargo,
esta correlacion parece no tener mayor influencia en la actividad contra Pasteurella

multocida.

A continuacion se muestran las figuras 20, 21, 22, 23 y 24 que corresponden a los
cromatogramas de gases de cada uno de los propdleos analizados el de Albino Zertuche
en de Puebla, Tlacotalpan en el Estado de Veracruz, Cuautitlan lzcalli en el Estado de
México, San Juan del Rio en Querétaro y Valle de Santiago en el Estado de Guanajuato,
respectivamente y en cada uno se sefialan los picos que corresponden a los compuestos

que reportaron mayor abundancia.
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Figura 20 Cromatograma de gases del propdleo del municipio de Albino Zertuche, donde se muestran los nombres de los

compuestos mas abundantes.
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Abundance
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Figura 21 Cromatograma de gases del propdleo del municipio de Tlacotalpan, donde se muestran los nombres de los compuestos

maés abundantes.
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Figura 22 Cromatograma de gases del propoleo de la FES-C, donde se muestran los nombres de los compuestos mas

abundantes.
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Figura 23 Cromatograma de gases del propoleo del municipio de San Juan del Rio, donde se muestran los nombres de los

compuestos mas abundantes.
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Figura 24 Cromatograma de gases del propoleo proveniente del municipio de Valle de Santiago, donde se muestran los
nombres de los compuestos méas abundantes.

60
Elisa Gutiérrez Herndndez



Discusion

VII. DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue el evaluar la actividad antibacteriana de propoleos de
diferentes partes del pais, frente a aislamientos de Pasteurella multocida, obtenidos de
conejos con padecimientos respiratorios. Los propoleos provienen de Albino Zertuche
municipio en el Estado de Puebla, del municipio de Tlacotalpan en Veracruz, de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan en el municipio de Cuautitlan Izcalli
perteneciente al Estado de México, del municipio de San Juan del Rio en Querétaro y de

Valle de Santiago municipio en el Estado de Guanajuato.

El prop6leo con el mejor rendimiento al pasar de propoleo bruto a EEP fue el propoleo
de Valle de Santiago, (Tabla 6) lo cual probablemente se deba a que fue el propdleo que
se trabajé mas rapidamente después de su colecta, esto debiéndose a que fue el ultimo de

los propoleos que se obtuvo, por lo cual también fue el que se trabajo mas fresco.

Segun las pruebas realizadas podemos determinar que los propoleos mexicanos
presentan actividad antimicrobiana en contra de Pasteurella multocida y que esta

actividad varia dependiendo del origen y la composicién del propdleo.

En el experimento de sensibilidad, el efecto del propoleo, a las concentraciones probadas
fue evidente contra el desarrollo de Pasteurella multocida, donde destaca la efectividad
del propdleo obtenido en el municipio de San Juan del Rio, ya que este obtuvo una MIC
> 0.3 mg/ml. A este le siguen el producido en Valle de Santiago con una MIC de < 0.6
mg/ml, y para el propéleo de la FES-C se obtuvo una MIC de 0.9 mg/ml. Incluso los
extractos de Albino Zertuche y Tlacotalpan, que demostraron ser los menos eficientes
tuvieron una inhibicion parcial en contra de Pasteurella al utilizar las concentraciones

mas elevadas (0.9 mg/ml).

Estudios realizados con propdleos nacionales han demostrado actividad antimicotica en
contra de las levaduras como Candida albicans y Cryptococcus neoformans, sobre el

hongo filamentoso Aspergillus fumigatus asi como actividad, frente a diversas bacterias;
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Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, reportadas con
una MIC de < 0.125 mg/ml por Londofio et al., en 2010 mientras que Martinez et al., en
el mismo afio reporté una MIC de > 0.45 mg/ml para Bacillus subtilis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, siendo esta la
primera vez que se encontro dicha actividad en contra de Pasteurella multocida con una
MIC >0.3 mg/ml. En cuanto a estos datos podemos ver que asi como mencionan
Boyanova et al., en 2003 quien dice que el efecto del propoleo sobre microorganismos
Gram negativos es limitada, Soforcin, en 1996 quien constatd que inhibir el crecimiento
de bacterias Gram negativas se requieren de concentraciones mas elevadas que lo
necesario para inhibir el crecimiento de los microorganismos Gram positivos.
Katircioglu et al., en 2006 por otro lado nos dice que tuvo una buena actividad de los
propdleos turcos en contra de bacterias Gram negativas. Asi podemos ver, que de los
propo6leos mexicanos también se requieren mayores concentraciones de propéleos para
inhibir el crecimiento de las bacterias Gram negativas ya que para Staphylococcus
aureus se requirié (bacteria Gram positiva de concentraciones < 0.125 mg/ml para los
Gram negativos como Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa etc. se requirieron
concentraciones >0.45 mg/ml. Incluso en nuestro estudio las concentraciones fueron

> 0.3mg/ml.

Conceicao et al., en el 2004 informd la sensibilidad in vitro de Pasteurella multocida
aislada de conejos frente a extractos alcohélicos de propoleos colectados en Séo Paulo,
Brasil, (empleando concentraciones de 5, 10 y 15%). Ademas este estudio realizado en
el 2004 se determind también la reduccion en el numero de unidades formadoras de
colonia a nivel traqueobronquial en conejos al racionarles propdleo en el alimento,
destacando que se requieren concentraciones mayores de propéleo a las necesarias para

inhibir el crecimiento de las bacterias Gram positivas.

En el presente trabajo se encontré que los dos propoleos con mayor actividad el de San
Juan del Rio y Valle de Santiago, tuvieron también la mayor cantidad de compuestos 42
y 48 respectivamente. Aunque al propéleo de Albino Zertuche también se le

identificaron 42 componentes su actividad antibacteriana fue menor. Por lo cual es
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importante considerar la concentracion de flavonoides totales (Tabla 16). Gracias a esto
se cree que podria existe una correlacion entre el contenido de flavonoides en los

propdleos y la actividad que estos presentan en contra de Pasteurella multocida.

Los principales flavonoides detectados fueron la pinocembrina, crisina y naringenina,
los dos primeros considerados dentro de algunos de los componentes patrén de los
propdleos europeos, y también se encuentra en los exudados de brotes de alamos
(Populus) que se consideran como una de las principales fuentes de estos propoleos
(Bankova et al., 2002). También se han reportado en propoleo iranies (Yaghoubi et al.,
2007). Ademas los valores de estos mismos compuestos se han visto variar en propéleos

colectados en una misma area geografica (Kosalec et al., 2005).

La pinocembrina es uno de los flavonoides que se encuentra en altas concentraciones en
los propdleos, cuyo origen boténico incluye a la familia de las leguminosas y las plantas

de la especie Dalbergia (Lotti, et al., 2010).

La crisina, derivado 2,3-dideshidro de la dihidrocrisina otro flavonoide importante
encontrado, ha sido evaluado anteriormente en su actividad antimicrobiana, encontrado

resultados positivos contra bacterias (Bylka et al., 2004).

La flavanona naringenina ha sido reportada en los propoleos turcos por Katircioglu et
al., en 2006. También se han utilizado equivalentes de naringenina para lograr una
estimacion de los flavonoides por Kosalec et al., en 2005, pues estos compuestos son
considerados clave para llevar a cabo un control de la calidad de los productos
realizados a base de propoleos. También se considera que ésta flavanona posee efecto
bioactivo en la salud humana como antioxidante, anti-inflamatorio, promotor del
metabolismo de carbohidratos y modulador del sistema inmunologico e investigaciones
recientes indican que inhibe la secrecion del virus de la hepatitis C en las células
infectadas. Este bioflavonoide es de los mas abundantes en los citricos y es la flavanona
predominante en las toronjas. (Infomed especialidades, 2010) Ademas, se han
encontrado propiedades antibacterianas a este compuesto (Alibaba.com, 2010).
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Kosalec et al., en 2005 sugieren que el contenido de flavonoides en los productos
elaborados a base de propdleos varian mucho, asi mismo la actividad antimicrobiana
hacia bacterias Gram-positivas como Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes y
Enterococcus faecalis, y la levadura Candida albicans. A las que solamente una
solucion de propdleo con menos del 1% de flavonoides totales no mostré actividad
bactericida contra S. pyogenes y E. faecalis, a lo que concluye que probablemente se

trate al bajo contenido de flavonoides.

Con respecto al perfil quimico de los propdleos podemos determinar que la composicién
de cada uno difiere con respecto a su lugar de origen tal como se ha mencionado por
otros autores (Bankova, 2005), también se puede considerar que la época de cosecha
influye en la actividad antibacteriana ya que la variacion de s6lo un mes es suficiente
para cambiar la actividad biolégica e incluso la proporcién de los constituyentes en el
propoleo (Martinez et al., 2010).

Se ha reportado que los propdleos pueden diferir en la actividad antimicrobiana en
muestras del mismo apiario pero colectados en diferentes meses y tal efecto ha sido
adjudicado a la composicién de las resinas que lo forman, ya que las abejas extraen las
resinas, principalmente de los puntos de crecimiento de las plantas lo cual varia dadas
las condiciones medio ambientales de cada region geografica. EI mes de enero ha sido
sefialado en 2010 por Martinez et al., quien analizo propéleos del Estado de Campeche -
México e indicd que estos presentan mayor actividad antibacteriana contra bacterias
Gram positivas y Gram negativas a diferencia de los propdleos colectados en el mes de
diciembre de los mismos apiarios. Manrique, en el 2006 menciona que los propéleos
colectados en el mes de enero en dos zonas diferentes del Estado de Miranda -
Venezuela presentaron una mayor actividad antibacteriana, que la de los colectados en

meses diferentes en estas mismas aéreas.

El propdleo de Tlacotalpan tuvo la actividad antibacteriana mas baja, lo que puede
deberse a que el unico flavonoide que presenta es el 3°,5-diacetoxi-3,3’,7-
trimetoxiflavona se encuentra en cantidades bajas ya que el contenido total de
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flavonoides es de 1.474%. Por esto podemos pensar que el leve efecto que demostrd
contra Pasteurella multocida puede deberse al sinergismo con sus demés componentes,
y no a este flavonoide en particular. Asi mismo fue interesante observar que el
componente mas abundante con un 61.992% de este propoleo es el limoneno, y que es
un compuesto que ya ha probado tener actividad antimicrobiana en contra de
microorganismos Gram negativos y posiblemente se debe a este componente la actividad
antimicrobiana que mostro este propoleo en particular (Delgado et al., 2007). También,
es importante sefialar que este compuesto no esta presente en los otros propdleos
evaluados. Esto nos hace pensar que la actividad mostrada en contra de Pasteurella
multocida por los prop6leos de San Juan del Rio y Valle de Santiago, que tuvieron una
mayor actividad, se debe a los flavonoides que presentan y que son estos los que les

confiere esa actividad.
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VII. CONCLUSIONES

El objetivo del trabajo fue evaluar la actividad antibacteriana de cinco propoleos
mexicanos, de diferente origen hacia Pasteurella multocida y correlacionar su
composicion quimica con la actividad antimicrobiana; de acuerdo a los resultados

observados se puede concluir:

1. Se demostro actividad “in vitro” contra Pasteurella multocida provenientes de
casos clinicos de neumonias de conejos, por los propoleos probados. Ya que no
existen trabajos en México que demuestren actividad del propoleo en contra de
P. multocida de conejos; se consideran a estos los primeros datos al respecto.

2. En cuanto el perfil quimico se observo gran variabilidad de compuestos,
detectados por cromatografia de gases, se pudieron contabilizar 33 compuestos
para el propéleo de FES-Cuautitlan, 42 en el de Albino Zertuche, 48 en el de
Valle de Santiago, 42 en el de San Juan del Rio y 16 en el de Tlacotalpan.

3. Al parecer los flavonoides pinocembrina, crisina y naringenina, pueden
considerarse, como los principales responsables de la actividad contra
Pasteurella multocida, puesto que el contenido de éstos en los propéleos
evaluados correlaciond con un efecto antibacteriano cuando su presencia fue

significativa.

4. AUn hacen falta estudios “in vivo” en México, pero estos resultados alientan la
posibilidad de utilizar el prop6leo como un auxiliar en la prevencién de

Pasteurella multocida en conejos, como una alternativa natural y economica.

5. En este trabajo se analizo la actividad antimicrobiana y correlacionarla con los
componentes quimicos que constituyen a los propdleos evaluados, todos

proceden de diferentes origenes geograficos, donde factores como el clima, la
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vegetacion natural, las cuencas hidrograficas se modifican, pero debemos aclarar
que: los propoleos probados de ninguna manera representan a la totalidad de los
propbleos producidos en los diferentes municipios de la RepuUblica, sino
solamente representan una area geografica muy especifica que corresponden a las

5 zonas geogréficas de donde proceden las muestras.
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VIll. PERSPECTIVAS

Con todo lo expuesto anteriormente es importante continuar con esta investigacion, la
cual podria enfocarse en determinar el dafio causado por el propoleo en las células
bacterianas, y de ser posible establecer el mecanismo de accién en contra de Pasteurella

multocida.

Llevar a cabo pruebas in vivo, bajo un modelo experimental donde se logre reproducir la
pasteurelosis en conejos y de este modo probar la actividad antibacteriana del propéleo y

sus efectos in vivo.

Todo esto encaminado a la elaboracion de un producto a base de propoleo para el
tratamiento o prevencion de la pasteurelosis en conejos que pueda ser suministrado en
el alimento o bien en el agua de bebida. Pensamos en esta posibilidad ya que se han
realizado estudios en nifios buscando reducir los padecimientos respiratorios con
productos a base de hierbas que contienen extracto de equinacea propdleo y vitamina C,
y se ha visto un efecto benéfico sobre la incidencia y severidad de las infecciones del
tracto respiratorio en nifios (Cohen et al., 2004).

Realizar el montaje de las técnicas para detectar los flavonoides ya que el contenido de
estos se relaciona directamente con la actividad antibacteriana. Cuyo objetivo seria
buscar la presencia de pinocembrina, crisina y naringenina o bien que el contenido de
flavonoides totales fuera de aproximadamente del 60% en los propéleos a utilizar para
las formulaciones ya que de esta manera se piensa que tendria actividad contra la

Pasteurella multocida.
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IX.  ANEXOS

Anexo 1 Preparacion de Frotis

% Se colocd una pequefia gota de agua con el asa en el centro de un portaobjetos
limpio.

% Se flameo el asa de siembra, se tomd, en condiciones asepticas una pequefia
cantidad del cultivo bacteriano para transferirlo a la gota de agua
homogeneizando, dejandolo secar (Londofio et al., 2004).

Anexo 2 Tincién de Gram

Es una tincion diferencial que nos permite distinguir a bacterias Gram positivas y Gram
negativas y nos permite también valorar la forma de las bacterias y agrupacion:

%+ Sobre el frotis se colocd una gota de cristal violeta y se dejé transcurrir 1 minuto
enjuagando con agua corriente.

% Se colocd una gota de lugol y se dej6 transcurrir 1 minuto después del cual se
decantd

% Se afiadid alcohol acetona por 3 segundos para enjuagar con agua corriente.

% Se colocé una gota de safranina y se dejo6 reposar por 1 minuto antes de enjuagar.

% Se dejé secar y se observd al microscopio con el objetivo 100x y aceite de

inmersion (Londofio et al., 2004).
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Anexo 3 Prueba de Catalasa

Esta nos permite determinar la capacidad de la bacteria para desdoblar el peroxido de

hidrogeno en agua y oxigeno por medio de la enzima catalasa.

% Con un palillo esteéril se transfirieron las bacterias del centro de una colonia a un
portaobjetos limpio.

%+ Se agregaron 2 gotas de peroxido de hidrogeno al 3%, si después, de adicionar el
reactivo se forman burbujas (efervescencia) el resultado es positivo. La ausencia

de estas indica un resultado negativo (Londofio et al., 2004).

Anexo 4 Prueba de Motilidad

Nos permite conocer si la bacteria presenta flagelos gracias a los cuales pueda
desplazarse. A esta prueba Pasteurella es negativa

% Se tomo6 un cubreobjetos y se colocaron 4 bolitas de plastilina de 2 mm de
diametro en las esquinas.

% Fueron colocados 3 asadas de agua destilada estéril en el centro del cubreobjetos.

% Se adiciono una ligera asada de las bacterias, del centro de la colonia, a la gota y
homogeneizar.

% Se voltea cuidadosamente la preparacion colocandola sobre un portaobjetos.

% La laminilla se llevo al microscopio y se observo a 10 y 40 x.

% Se buscd con detenimiento: movimiento browniano, movimiento de corrientes,

movimiento en todas direcciones.

R/
L X4

De ser positivo se debe percibir movimiento bacteriano en multiples direcciones

y de manera muy rapida en todo el campo microscépico (Londofio et al., 2004).
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Anexo 5 Prueba de Hialuronidasa

Nos permite conocer el tipo capsular A de Pasteruella multocida.

e

X/
°

En agar sangre se sembro la cepa de P. multocida a identificar.

Se sembrd una estria abundante en &ngulo recto con respecto a las lineas de
crecimiento de P. multocida a una bacteria que produce la enzima hialuronidasa
en este caso se utilizo Staphylococcus aureus.

Se incubaron por 24 horas a 37°C y se procedio a realizar la lectura.

De tratarse del tipo capsular A las colonias perderan su cépsula y seran de un
menor tamario (Carter et al., 1975).

Anexo 6 Prueba de Floculacién con acriflavina

Nos permite conocer el tipo capsular D de Pasteruella multocida.

En un tubo con 3 ml de caldo cerebro corazon, se inoculé a la Pasteurella
multocida a partir de un cultivo fresco en agar sangre.

Los tubos inoculados se incuban a 37°C durante 18 — 24 horas.

Las bacterias se sedimentaron por centrifugacion y se tomaron 2.5 ml del
sobrenadante.

Se afiadio 0.5 ml de una solucion acuosa 1/1.000 de acriflavina neutra.

Se mezcld para resuspender el sedimento bacteriano y se incub6 el tubo a
temperatura ambiente, sin agitacion.

Se observé a los 5 minutos para detectar la presencia de un precipitado floculante
abundante (Carter et al., 1973).
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Anexo 7 Otras pruebas que nos ayudan a la identificacion de Pasteurella multocida.

En la Tabla 17 se muestran algunas de las caracteristicas que nos ayudan a la

identificacion de Pasteurella multocida.

Tabla 17 Pruebas que ayudan a la identificacion bacteriologica y los resultados
esperados para Pasteurella multocida (Cowan, 1979).

Prueba Re ado
Motilidad -
Catalasa
Oxidasa
Crecimiento en agar MacConkey -
Crecimiento favorecido por el CO2
Crecimiento en KCN +
Carbohidratos, acido de:
Arabinosa
Lactosa
Maltosa
Manitol
Rafinosa
Salicin
Sorbitol
Sacarosa
Trehalosa
Xilosa
ONPG
Hidrolisis de la esculina -
Reduccién de nitratos
Reduccion de nitritos
Indol
Hidrolisis de la gelatina -
Ureasa d
H2S -
Descarboxilasa de la ornitina +
+ 85— 100% de las cepas son positivas (por lo general, todas)
- 0-159% de las cepas son positivas (no, en ninguna, algunas)
d 16 —84% de las cepas son positivas (en algunas)

No conocida

o+

+ O o o

o0 0O 4+ Q9

+ ||+
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