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1.0 RESUMEN

El objetivo del trabajo experimental fue probar la efectividad que presentaba el Extracto
Etandlico de Propdleo del apiario de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, frente al
crecimiento in vitro de 32 cepas de Candida spp. provenientes de muestras clinicas de pacientes
atendidos en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPerlER),
mediante la técnica de dilucion en agar.

Las 32 cepas de Candida spp. fueron inoculadas con el Replicador Steers de fabricacion
casera sobre placas que contenian diluciones seriadas del Extracto Etandlico de Propdleo de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, las concentraciones probadas fueron 0.0612, 0.125,
0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1,5 y 2.0 mg/mL, se incubaron a 37°C por 48 horas, el ensayo se realizo por
duplicado.

Bajo las mismas condiciones, cuatro Extractos Etandlicos de Propdleos Comerciales
fueron probados con las concentraciones de 4.0 mg/mL y 2.0 mg/mL, en ambos ensayos se
utilizo una cepa de Candida albicans ATCC 10231 como referencia.

Se utilizaron controles con la maxima concentracion de etanol para asegurar que éste no
tuviera un efecto fungistatico lo mismo sucedid con el agar por si solo para descartar
contaminaciones en el medio.

Los resultados indicaron que el Extracto Etandlico de Propdleo de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitian obtuvo un valor de Concentracion Minima Inhibitoria promedio de
0.5 mg/L.

Con respecto a los cuatro Extractos Etandlicos de Propdleos Comerciales se demostro
que a las 48 horas habia desarrollo de las cepas en las placas que contenia la maxima
concentracion de los extractos: 4.0 mg/mL a diferencia de la placa que contenia el Extracto
Etandlico de Propdleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, que a 2.0 mg/ mL mostrd
el 100% de inhibicién.

Estos resultados sugieren que el Extracto Etandlico de Propdleo de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan. es mas efectivo que los Extractos Etandlicos de Propdleos
Comerciales probados, por lo tanto se propone como materia para futuros estudios tanto de
biodisponibilidad como de toxicidad ya que podria ofrecer una alternativa al tratarse de un

remedio natural, econémico y eficaz contra el desarrollo de infecciones causadas por Candida
spp.




“EFECTO DE PROPOLEOS DE Apis mellifera SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE CEPAS DE Candida spp. AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES,
ATENDIDOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER).".

2. INTRODUCCION

2.1 Candidiasis

Las infecciones causadas por especies pertenecientes al género Candida reciben el nombre de
Candidiosis o Candidiasis. Los microorganismos que pertenecen a este género suelen disponerse como
organismos unicelulares (levaduras), aunque algunas especies pueden producir filamentos (hifas y
pseudohifas) tanto in vivo como en cultivo. Este género incluye especies haploides y diploides, que se
reproducen sexual o asexualmente y con propiedades bioquimicas variables, las cuales en huéspedes
normales, son saprofitas, localizadas habitualmente en orofaringe, tracto gastrointestinal, tracto
genitourinario (Cuenca 2002). En tejidos infectados la mayoria de las especies aparecen como levaduras
o0 pseudohifas. Las levaduras (Figura 1) se presentan con una morfologia oval de 2-5 micras de diametro,

cubiertas con una delgada capa externa y se tifie como , ,
g P y Tabla 1. Taxonomia para el Género

Gram-positivo. (Reyes 2003) Candida (Lennette, 1987)

Candida
Reino Fungi
Filo Ascomycota

Subfilo Saccharomycotina
Clase Saccharomycetes
Orden Saccharomycelales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Figura 1. Cultivo de Candida albicans en agar Sabouraud.
(Imagen tomada del cepario del laboratorio 6 de la UIM).

Existen mas de 150 especies de Candida, pero sdlo nueve son consideradas como patégenas
para el ser humano: albicans (Figura 2), guillermondii, krusei, parapsilosis, tropicalis, keyfir, lusitaniae,
glabrata y dubliniensis; esta ultima descrita recientemente, antes incluida dentro de C. albicans. (Reséndiz
2007).
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Figura 2. Morfologia de Candida albicans. A: Blastosporas y pseudohifas en exudados.
B. Blastosporas pseudohifas y clamidosporas (conidios) en cultivos a 20°C. C: Cultivo joven que
forma tubos germinales cuando es colocado en suero por 3 horas a 37°C. (Jawetz, 1987)

2.1.1 Epidemiologia:

Durante los ultimos afos se ha reportado un aumento dramatico en la incidencia de infecciones
nosocomiales causadas por levaduras y hongos filamentosos, una proporcion substancial de pacientes
han sido colonizados por Candida spp. durante su estancia intrahospitalaria, pero sélo unos cuantos
desarrollan, subsecuentemente, infecciones graves. (Reséndiz 2007).

Las infecciones ocasionadas por levaduras del género Candida, especialmente C. albicans,
predominan en la mayoria de los reportes representando de un 60 a un 80%, existe un aumento de casos
ocasionados por especies diferentes a C. albicans que en conjunto se denominan no albicans; tales
como: C. kruseli, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. guillermondii, entre otras. Se estima que de 10 a 20% de
todas las infecciones nosocomiales en unidades de terapia intensiva son causadas por especies de
Candida. La mitad de las infecciones fungicas ocurren en terapias intensivas, siendo el sitio mas
frecuente de aislamiento en la sangre con 40.2%, seguido por el de orina e infecciones de mucosas.
(Reséndiz 2007).

2.1.2 Epidemiologia en México

Se han realizado en distintas instituciones de salud estudios que arrojan datos sobre la
epidemiologia de Candida spp. en la poblacion mexicana, estos estudios coinciden en el hecho de que en
los Ultimos afios las especies no albicans afectan principalmente a recién nacidos internados en unidades

de cuidados intensivos. (Esteves, 2009)

sk - 3-
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Se estudié en un periodo de junio de 2005 a mayo de 2007 la prevalencia de 4.381
hemocultivos positivos para Candida spp. de pacientes internados en un hospital de segundo nivel de la
ciudad de México, el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzélez, como muestra el Grafico 1, Candida
spp. se aisl6 con una frecuencia del 67.7%, C. parapsilosis con el 65% mientras que C. albicans con el
22.6% (Esteves, 2009).

Distribucién de Levaduras en Hemocultivos positivos para
Candida en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez

67.70%

80.00%

£0.00%

22.60%

40.00%
20.00%

By

Candidaspp. Candidaalbicans Candida
parapsilosis

0.00%

M Frecuencia de aislamiento

Grafico 1. Grafico de la distribucion de Candida en el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez.
(Esteves, 2009).

Un trabajo de investigacion retrospectivo en el Hospital Infantil de México Federico Gémez,
obtuvo de un periodo de mayo de 1999 a diciembre de 2004, 134 cultivos positivos para hongos, de los
cuales se analizaron 45 eventos infecciosos causados por Candida spp. de estos se observaron 16
defunciones, que representa una mortalidad del 35.5%. No se identifico la especie en 18 pacientes, de
estos fallecieron cinco; C. albicans se observd en 16 pacientes con cuatro defunciones; C. glabrata se
observo en dos pacientes con una defuncién; C. tropicalis se presento en cinco pacientes con cuatro
defunciones; C. kruseiy C. lusitaniae en un paciente cada una, ambos fallecieron; C. parapsilosis y C.
guillermondii se presentaron con un paciente cada una sin presentar defunciones, esto se muestra el
Gréfico 2 . (Reséndiz, 2007)

Las infecciones por Candida continuan siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad,
varios factores influyen en la mortalidad, destacando la presencia de uso de antibidticos, intubacion
endotraqueal, la edad, siendo especialmente alta la mortalidad en el grupo de neonatos, ademas de que

existe un incremento en especies de Candida no albicans. (Reséndiz, 2007).
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Eventos por Candida spp. en el Hospital Infantil de México de 2004 al
2009

18
16/
14/

12

10

Numero de Eventos

2
' ' A A
Cospp. C.albicans | C.iropicais | C krusef C. C C

lusitaniae | parapsilosis | guillermon
dii

C.glabrata

Mortalidad 5 1 0 a

£
£y
(=
(=

mEventos sin mortalidad 13

(=
[
(=
(=]
(=

c o 0

Grafico 2. Grafico de Incidencias por Candida spp. en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez (Reséndiz, 2007)

Un estudio con una serie de 126 casos de infecciones nosocomiales por Candida spp. en el
Hospital Dr. Rigoberto Aguila Pico, ubicado en Sinaloa de enero de 2002 a noviembre de 2007, obtuvo
resultados muy similares a los anteriores trabajos de investigacion. Las especies no albicans
predominaron, Candida tropicalis reportd el 34% del total de los casos, seguida por Candida parapsilosis
con un 28.8%, Candida albicans report6 un 14.4%, ademas se encontré una mortalidad que se reportd en

34.15% ya que del total de los casos 43 pacientes fallecieron. (Martinez 2008).

Como muestra el grafico 3, se puede observar un aumento de las infecciones nosocomiales por
Candida spp., en el 2002 se reportaron 14 casos; en el 2003 se aislaron 3 casos, entre el 2004 y 2006
practicamente se mantuvo la frecuencia de casos, 23, 23 y 21 respectivamente y en el 2007 la frecuencia
fue de 43 casos. (Martinez 2008).
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Frecuencia por aino de infeccién nosocomial por Candida spp.

4

0

1 1 == i

=1 Bl el lm i
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2002 2003 2004 2005 2006 2007

Nimero de Casos

Grafico 3. Grafico de la frecuencia por afo de la infeccion nosocomial por Candida spp. en
el Hospital Dr. Rigoberto Aguilar Pico en un periodo de 2002 a 2007. (Martinez 2008).

En 2008 se reviso la epidemiologia hospitalaria de Candidiasis neonatal en el Instituto Nacional
de Perinatologia, en el periodo de 2002 a 2006, encontrando 35 cultivos positivos a especies de Candida;
C. albicans se aislé con una frecuencia del 40%; C. parapsilosis con el 22%, en la tabla 4 se describe la
frecuencia de las especies no albicans que fueron reportadas. La mortalidad registrada en el instituto fue
del 32.2% al fallecer 10 de los pacientes. (Reyna 2007)

Tabla 2. Especies de Candida spp. aisladas en muestras clinicas de recién nacidos en el
Instituto Nacional de Perinatologia en un periodo de 2002 a 2006. (Reyna, 2007)

) ) Liquido
Hemocultivo Urocultivo i TOTAL
Especie Cefalorraquideo
n=13 (%) n=16 (%) n=35 (%)
n=6 (%)
Candida albicans 5(38.4) 6 (37.5) 3(50) 14 (40)
Candida
o 4(30.7) 3(18.7) 1(16.5) 8 (22.8)
parapsilosis
Candida glabrata 0 2(12.5) 0 2(5.7)
Candida
0 0 1(16.6) 1(2.8)
guillermondii
Candida spp.* 4(30.7) 5(31.2) 1(16.6) 10 (28.5)

*Se diferenciaron de Candida albicans mediante tubo germinativo, pero no se investigd la especie.
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Tabla 3. Mecanismos de defensa ante una infeccién por Candida spp. (Cuenca, 2002).

MECANISMOS DE DEFENSA QUE PARTICIPAN EN LA RESPUESTA INMUNE ANTE UNA INFECCION POR Candida spp.

Integridad de la piel y mucosas

Células de Langerghans

BARRERAS EXTERNAS
Queratinocitos
Lactoferrina, Transferrina
Fagocitosis por macréfagos y monocitos
Lecitinas unidas a Manosa (MBL)
Receptores parecidos a Toll (TLR)
INMUNIDAD INNATA Mieloperoxidasa

L Aniones superoxidos
Sustancias microbicidas

Proteinas cationicas,

Lesiones ferrosas

Inmunidad celular

Linfocitos T

Citocinas
INMUNIDAD ADQUIRIDA O ADAPTATIVA

Inmunidad Humoral

Complemento

Opsonizacion

2.1.3 Patologia:

Una de las caracteristicas que presentan las cepas patdgenas de Candida spp. es la capacidad
para invadir los tejidos del huésped. Varios estudios han demostrado que las cepas invasoras muestran
una mayor capacidad de adherencia, tanto a las células animales como a plasticos y a otros compuestos
poliméricos. Tras la adhesién, las cepas invasoras deben ser capaces de penetrar en los tejidos, para lo
que cuentan con enzimas proteoliticas como las aspartil proteasas. Asimismo, la generacion de hifas por
parte de los organismos levaduriformes ayuda a penetrar en los tejidos. Antigenos situados en la pared
fungica como los mananos, las mananoproteinas y la quitina colaboran en esta funcion, ademas de

ayudar a que el hongo sea mas resistente al ataque del sistema inmunitario del huésped. (Cuenca, 2002)

Algunos estudios publicados en los ultimos afios destacan que las cepas invasivas pueden
secretar sustancias con efectos inmunomoduladores, que disminuyen la actividad del sistema
inmunoldgico, lo que facilitaria el desarrollo de la infeccion. Ademas, algunas cepas de Candida spp.

muestran la capacidad de cambiar los determinantes antigénicos de su superficie, lo que le permite

escapar de la respuesta inmunitaria especifica (Cuenca 2002).
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Ante una Candidosis se activan varios mecanismos de defensa (tabla 5). En la actualidad se esta
estudiando como se relacionan y cuéles son mas importantes. No obstante, la mayoria de los expertos
coinciden en sefialar que la integridad mucocutanea y los neutrdfilos son los dos factores que
desempefan un papel fundamental en la respuesta inmunoldgica del ser humano en las infecciones por

levaduras (Cuenca 2002).
2.1.4 Manifestaciones Clinicas

Las infecciones superficiales por Candida spp. son aquellas que afectan la piel, las ufias o las
mucosas superficiales; pueden aparecer en personas con 0 sin factores predisponentes, aunque son mas
frecuentes en estas Ultimas. Segun la clasificacion de Segal y Elad de 1998, las Candidiasis superficiales
se dividen en: infecciones cutdneas, infecciones de las ufas e infecciones de las mucosas. Las
infecciones profundas son aquellos cuadros que tienen una localizacion no superficial y que afectan
organos, la mucosa gastrointestinal o la sangre en pacientes con un alto grado de inmunodepresion o con

otros factores desencadenantes.(Cuenca 2002).

Tabla 4. Candidiasis superficiales. (Cuenca, 2002)

CANDIDIASIS SUPERFICIALES

Intertigio candididsico.

Erosio interdigital

INFECCIONES CUTANEAS Otitis externa

Candidid o candiditis

Candidiasis mucocutanea cronica

- Paroniquia
INFECCIONES DE UNAS

Oniquia

Candidiasis pseudomembranosa (muguet)

Candidiasis eritematosa aguda

Candidiasis eritematosa cronica

Candidiasis Candidiasis atréfica crénica (estomatitis de la
INFECCIONES DE MUCOSAS SUPERFICIALES
orofaringea dentadura

Candidiasis hiperplasica atréfica (leucoplaquia
candidiésica)

Quielitis angular

Vulvovaginitis
CANDIDIASIS VAGINAL

Balanitis
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Tabla 5. Candidiasis profundas. (Cuenca, 2002)

CANDIDIASIS PROFUNDAS
Esofani Artritis
sofagitis
LR Osteomielitis
CANDIDIASIS DEL APARATO DIGESTIVO — DEL APARATO —
Candidiasis LOCOMOTOR Costocondritis
gastrointestinal Miositis
Peritonitis y CANDIDIASIS
absceso DEL SISTEMA o )
PERITONITIS Y ABSCESO INTRAABDOMINAL Meningitis por Candida spp.
intraabdo- NERVIOSO
minal CENTRAL
Candiduria
Cistitis CANDIDIASIS B
CANDIDIASIS DEL TRACTO URINARIO Endoftalmitis
— OCULARES
Candidiasis
renal
Candidiasis
diseminada
CANDIDIASIS DISEMINADA Y CANDIDEMIA Candidemia

2.1.5 Candidiasis mucocutanea neonatal.

Se refiere a la adquirida durante o después del parto (vertical), las lesiones se aprecian a partir
de la primera semana de vida y se extienden a partir del area perianal pudiendo, incluso, limitarse el
proceso, al area del pafal (Figura 3). La erupcion presenta un aspecto muy eritematoso de un color rojo
vivo, con mayor afectacion de los pliegues, de bordes muy nitidos y en su periferia las caracteristicas
lesiones veésico-pustulosas, llamadas lesiones satélites. Este cuadro sugiere que son las C. albicans
eliminadas por las heces el foco primario de infeccidn. Ocasionalmente, se puede apreciar una dermatitis
cutdnea mas extensa con vésico-pustulas dispersas que asientan sobre una base eritematosa con

descamacion posterior, siendo en estos casos la vagina materna infectada el foco de infeccién. Esta

forma clinica, recuerda, en forma mas atenuada, al cuadro clinico de la forma congénita. (Yon 2006)
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Figura 3. Candidiasis de pafial.(Casanova, 2002).

2.1.6  Candidiasis congénita

La forma congénita es debida a una infeccién intrauterina. Las lesiones de la piel estan

presentes al nacimiento o, inmediatamente, después. Asientan en cabeza, cuello, tronco y extremidades,

respetando el area del pafal y, ocasionalmente, se afectan palmas y plantas. El rash, en su inicio,

presenta eritema intenso con pequefias papulas blancas, que gradualmente se van haciendo mas

numerosas Y transformandose en pustulas. Tiene un curso clinico progresivo pero relativamente benigno

y sin afectacion del estado general. La curacion sobreviene tras una etapa de descamacion generalizada.

El prondstico, habitualmente, es bueno, sin embargo, en los recién nacidos inmunocomprometidos y en

prematuros de peso inferior a 1500 g. existe el riesgo de que la candidiasis cutanea progrese a un cuadro

sistémico diseminado de alta mortalidad. (Yon 2006)

2.1.7  Factores del riesgo para la adquisicion de una Infeccion por Candida spp.

Tabla 6. Factores de riesgo para adquirir Candidiasis. (Cuenca, 2002)

a) El peso (<1,500 gramos al nacimiento)

d) Alimentacion parenteral e intravenosa

b) El uso del espectro amplio y/o multiples

antibidticos

e) La colonizacion con Candida spp. y/o episodios previos.

c) Catéteres venosos

f) Colonizacion prolongada en vias urinarias

g) Presencia de un dispositivo intrauterino

h) Presencia de un cerclaje cervical
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2.1.8  Diagndstico en el Laboratorio

Las muestras procedentes de piel, ufia 0 mucosas deben ser examinadas microscépicamente en
busca de estructuras fungicas (levadura y filamentos). Las muestras cutdneas pueden tratarse con
sustancias queratoliticas, como KOH a una concentracion del 10%-30%, ya que facilita el examen
microscdpico. En los exdmenes en fresco se utilizan contrastes que ayudan a identificar los hongos, como
la tinta Parker o el azul de lactofenol. También puede emplearse el microscopio de fluorescencia
aplicando como contraste fluorescente el calcoflior. Ademas existe la posibilidad de realizar tinciones
como la de Gram, Giemsa o azul de metileno en preparaciones fijadas mediante calor o alcoholes.
(Cuenca, 2002).

Tras el examen microscopico, las muestras se siembran en varios medios de cultivos. Candida
spp. crecen en medios habituales. También deben utilizarse medios especificos para hongos como el
agar Sabouraud. Asimismo deben emplearse medios selectivos que sirvan para inhibir la flora
mucocutanea acompafante, como el agar Sabouraud con cloranfenicol que inhibe las bacterias cutaneas,
y el agar Sabouraud con cicloheximida que inhibe la mayoria de los hongos contaminantes de laboratorio,
aunque también otros hongos patdgenos, por lo que no debe emplearse nunca como unico medio de
cultivo. Una vez que se ha producido el crecimiento de Candida spp. en los cultivos, la cepa debe
identificarse. Una de las técnicas mas conocidas y utilizadas es la incubacion de las levaduras en suero
durante 90 minutos a 37° C. Esta técnica se utiliza para detectar la produccion de tubos germinativos por
parte de los organismos levaduriformes, capacidad que sélo tiene C. albicans y C. dubliniensis que, por
tanto, ha servido para identificar esta especie como se muestra en la figura 4. (Cuenca, 2002).

Figura 4. Prueba de formacion de tubos germinativos en suero Fetal Bovino. Fotografia tomada en
el Laboratorio 6 de la UIM, F.E.S.C

-11 -
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Otra posibilidad es la utilizacion de medios diferenciales, que ayudan a identificar algunas
especies. Este es el caso del CHROMagar Candida® (Figura 5), un medio en el que las colonias de varias
especies de Candida crecen cada una de un color caracteristico después de incubarse a 37°C con lectura
final a las 48 horas, C. albicans (color verde), C. tropicalis (color azul), C. parapsilosis (color rosado-fucsia)

y “otras especies” (color blanco amarillo). (Ballesté, 2005)

C. albicans
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L. elongisporus

Figura 5. Distintas especies de Candida en CHROMagar Candida®. (Ballesté, 2005)

Para la identificacién definitiva de Candida spp. se emplean métodos morfoldgicos y bioquimicos.
Entre éstos destacan las pruebas bioquimicas, los agares morfoldgicos como el agar harina de maiz, que
se emplea para producir la filamentacion de las diferentes especies de levaduras; este agar se prepara a
base de crema de arroz, agar y Tween 80. Existen varias galerias comerciales con pruebas bioquimicas
(asimilacion de carbohidratos) que identifican con fiabilidad las levaduras. (Cuenca 2002)

2.2 Tratamientos Antimicoticos

Los antimicéticos orales o sistémicos son sustancias quimicas cuya accion se debe a la
interaccion sobre diversos componentes del desarrollo y metabolismo del hongo, provocando la inhibicion

de su crecimiento o su muerte. (Florez, 1997)

Entre los efectos adversos que provocan estos tratamientos podemos encontrar:
Hepatotoxicidad en el uso de Ketoconazol y Flucitosina; Céfaleas en el uso de ltraconazol y
Griseofulvina; Nauseas en el uso de Miconazol, Fluconazol, ltraconazol, Terbinafina y Flucitosina; Fiebre
en el uso de Anfotericina B; Transtornos hematolégicos con el uso de Miconazol; Depresion
Suprarrenal usando Ketoconazol; Diarreas con el uso de Fluconazol, Erupciones cutaneas utilizando
Fluconazol o Terbinafina; Dolor abdominal con el uso de Itraconazol o Terbinafina; Voémito, Caida del

Cabello y Depresion de la Médula Osea si se utiliza Flucitosina; ademéas de Hipersensibilidad y

Fotosensibilidad con el uso de Griseofulvina. (Dawson, 2003)
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Figura 6. Estructura quimica de algunos antimicéticos. (Florez, 1997)
Tabla 7. Clasificacion de antimicéticos. (Dawson, 2003)
AZOLES POLIENOS
ANTIFUNGICOS | ANTIFUNGICOS| MACROLIDOS | ANALOGOS DE
, , , , ALILAMIMAS | OTROS
IMIDAZOOLICOS| TRIAZOLICOS POLIENICOS | NUCLEOSIDOS
Miconazol
Ketoconazol Fluconazol
Clotrimazol Itraconazol Anfotericina B | Flurocorcitosina | Terbinafina | Ciclopiraxo
Bifonazol Sertaconazol Nistatina Griseofulvina Flucitosina lamine
Econazol Voriconazol Yoduro
Tioconazol Potasico
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2.2.1. Tratamientos utilizados en lesiones mucocutaneas localizadas (Reyes Romero, 2006)

Mucosa oral:

1. Nistatina 500.000 U, 3-5 veces/dia por 10-14 dias.
2. Ketoconazol 200-400 mg/d via oral

3. Fluconazol 50-200 mg/dia via oral

4. Iltraconazol 200 mg/dia via oral

Candidiasis vaginal:

1. Miconazol tépico: crema intravaginal al 2%; évulos

100 mg/dia por 7 dias.

2. Clotrimazol: crema intravaginal al 1% o tabletas 100
mg/dia por 7 dias.

3. Ketoconazol: 200 mg 2 veces al dia, de 5 a 10 dias via oral
4. Fluconazol: 150 mg/dia via oral 1 dia.

5. Itraconazol: 400 mg/dia por 2 dias via oral

Intertrigo balanitis paroniquia

- Tratamiento tdpico: nistatina, clotrimazol, miconazol.
Lesiones mucocutaneas cronicas

- Ketoconazol 200 mg 2 veces al dia por 2 a 3 meses via oral

Septicemia:
- Anfotericina B; 0,5 -1 mg /kg/dia. Dosis total 3-10

ma/kg.
- Fluconazol 400 mg/ dia i. v. por 7 dias, luego pasar a

via oral con igual dosis por 14 dias.

-14 -
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2.2.2 Resistencia a Antimicoticos en México.

En México, aunque no se han cuantificado los casos de resistencia en hospitales de atencion
general y de especialidades, se ha observado un aumento importante en el numero de pacientes con
micosis que no responden a los tratamientos; en algunos casos ha sido posible demostrar deficiencias
inmunoldgicas. En otros, el comportamiento clinico hace sospechar resistencia primaria 0 secundaria a
los antifungicos (Tabla8), principalmente en quienes reciben estos medicamentos como profilaxis (en
casos de trasplantes, SIDA, enfermedades autoinmunes tratadas con corticosteroides) o tratamientos

repetidos por micosis recidivantes (Manzano, 2008)

Tabla 8. Respuesta de resistencia a especies de Candida con compuestos azdlicos (Manzano,

2006)
Especie y forma Clinica Sensibilidad Resistente
Dosis dependiente

C. glabrata (intertigio) V, F K, I

C. glabrata (bucal) V, F K, I

C. glabrata (onicomicosis) - K,I,V,F
C. albicans (bucal) - K, |

C. albicans (bucal) - K, |

C. albicans (bucal) - I

C. fumata (bronquial) F K, I

C. fumata (onicomicosis) - I
C. guillermondii (onicomicosis) - I
C. dubliniensis (bucal) - K,I,V,F

C. parapsilosis (onicomicosis) - I

Puntos de corte tomados del documento M27-A2 del CLSI.

Resistencia: Ketoconazol =2 1pg/mL; ltraconazol 2 1pg/mL; Fluconazol 2 64pg/mL;
Voriconazol : 2 4ug/mL.
Sensibilidad dosis-dependiente: Ketoconazol 0.25 - 0.5 pg/mL; Fluconazol 16-32 pg/mL
Voriconazol 2 pg/mL.

K= Ketoconazol I= Itraconazol F=Fluconazol V=Voriconazol

_,.
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Por otra parte, se analiz6 la distribucion que presentaron 398 cepas de Candida spp.
aisladas de muestras de pacientes de 5 hospitales, 3 privados y 2 publicos de Monterrey en un periodo del
2004 al 2007; ademas de la susceptibilidad que presentaban a distintos antifingicos: Fluconazol,
Voriconazol, ltraconazol, Anfotericina B y Ravuconazol. (Gonzélez, 2008).

En cuanto a la distribucién, C. parapsilosis causé el mayor nimero de candidemias con 151
casos que equivale al 37.9%, seguida por C. albicans 127 casos que corresponde al 31.9%, C. tropicalis
59 casos representados por el 14.8% ;C. glabrata con 32 casos equivalentes al 8%, C. krusei se aislé en
11 casos, C. guilliermondii aparecié en 5 casos, y 13 casos que representan el 3.3% correspondieron con
tres casos cada uno para las especies menos frecuentes: C. zeylanoides, C.utilis, C. famata, C. rugosa, C.
lusitaniae, y C. boidinii. De estas especies C. albicans, C. parapsilosis y C. tropicalis fueron sensibles a
Fluconazol y Anfotericina B. En el caso de C. parapsilosis el 31.3% presentd resistencia frente a
Fluconazol, el 43.4% fue resistente a ltraconazol y el 12.5% restante presentd resistencia frente a
Anfotericina B. (Gonzalez, 2008).

Teniendo en cuenta que la aparicién de cepas resistentes es un factor que puede condicionar la
terapéutica, la poblacién ha recurrido debido a los altos costos y a los efectos adversos, a distintos

tratamientos alternativos de origen natural.

2.3 Propoleo

2.3.1 Antecedentes

La riqueza floristica de México, la abundancia y diversidad de su flora medicinal, fueron
reconocidas desde la época precortesiana. Durante las jornadas mismas de la conquista, los espafioles
se percataron de la presencia y eficacia de la medicina nativa, y pronto se inicié esa mirada sesgada que
ha privilegiado la atencion hacia el recurso, colocando en un segundo plano o de plano descalificando
todo el aparato conceptual que articulaba el uso de los remedios, predominantemente vegetales en las
culturas mesoamericanas. Ese sesgo desafortunado pero en cierto sentido ineludible, ha persistido hasta
la actualidad. (Arias, 2001).

Desde épocas remotas este producto es conocido y empleado por sus propiedades terapéuticas.
Algunos milenios antes de Cristo ya era utilizado por los sacerdotes responsables de la medicina, la

quimica y la momificacion. También los griegos lo conocian, pueblo de donde proviene su etimologia pro:

para o en defensa de y polis: ciudad (Castalado, 2002).
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Figura 7. Codice Tro-Cortesiano maya, que muestra un personaje divino encerrando a la abeja en
la colmena. Museo Arqueoldgico de Madrid.

2.3.2 Caracteristicas fisicas

El propdleo es una resina de olor dulce que es colectada por abejas de diferentes plantas, con
una variable apariencia fisica, puede ser ocre, rojo, pardo, marrén claro, verde, amarillo claro café oscuro,
algunos son friables y firmes, mientras que otros son gomosos y elasticos, puede reparar la colmena y
puede ser encontrada en extractos de miel. Por lo general posee un sabor acre aunque a veces es

amargo y tiene aroma muy semejante al de la miel y ceras. (Burdock, 1998; Pefia, 2008)

2.3.3 Caracteristicas y Composicion Quimica

Es un material de caracter lipofilico, duro y quebradizo a bajas temperaturas, maleable y viscoso
si es levemente calentado. Es dificil de remover de la piel humana debido a que parece interaccionar
fuertemente con aceites y proteinas de la piel. Su punto de fusién oscila entre los 60-70°C, aunque en
algunos casos puede llegar hasta los 100°C. Algunos solventes como el éter etanol, acetona, tolueno y

tricloroetileno permiten la disolucion de muchos constituyentes del propdleo. (Marcucci, 1995).

Al propéleo (numero de registro CAS 9009-62-5), se le han descrito mas de 300 compuestos
quimicos de diversos origenes en forma similar se ha encontrado presencia de terpenos como
limoneno, naftaleno, estireno, totarol, geraniol, pineno, cedrol, fucosterol; alcoholes ente los cuales
destacan el glicerol e isobutenol; Aldehidos tales como vainillina, isovainillina, benzaldehido; acidos

alifaticos y estéres alifaticos como los son: el dcido acético, acido butirico, acido fumarico, acetato de

isobutil; aminoacidos: alanina, arginina, cistina, leucina, isoleucina, serina; compuestos fenélicos: acido
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cafeico, acido cindmico, hidroquinona; compuestos aromaticos: metil benzoato, acido benzoico,
acido ferulico, acido galico; esteres aromaticos bencil acetato, bencil benzato, bencil cafeato, cinamil
isoferulato, acidos grasos como &cido linoleico, acido oleico, &cido palmitico, &cido estéarico, acido
laurico; cetonas como la acetofenona; liganos entre ellos sesamina, yangambina y sesartenina;
azucares tal como la fructofuranosa; chalconas entre ellas: alpinetil chalcona, pinocembrin chalcona,
naringenin chalcona; flavononas naringerina, pinocembina, flavononas y flavonoles: acacetina,
galangina. quercetina, cumarina, crisina, apigenina; izalpina, preniletina, viscidona. (Pefia 2008, Marcucci
1995).

La composicion del propéleo varia de acuerdo a la vegetacion que pueda encontrarse en cada
region especifica. Sin embargo, muestras de propdleo de diferentes regiones con diferencias en su
composicién, han demostrado similares efectos antimicrobianos (Lozina, 2005). Algunas de las

estructuras de estos constituyentes se muestran en la Figura 9.

Se creé que los flavonoides son responsables de la mayoria de las actividades bioldgicas. Las
propiedades antimicrobianas de esta mezcla de sustancias naturales es principalmente atribuida a la
flavonona pinocembrina, el flavonol galangina y el &cido cafeico que es un compuesto fendlico (Uzel-Atag,
2005).

O R=OHoH

Figura 8. Estructura base de un flavonoide

Ademas de los flavonoides, los compuestos fendlicos y aromaticos representan un grupo de
productos activos farmacoldgicamente importantes presentes en el propdleo. Estudios realizados a
propdleos europeos han demostrado que tanto los compuestos fendlicos como los aromaticos,

compuestos ampliamente encontrados en las plantas de manera natural representan mas de la mitad de

los 160 compuestos identificados en esta resina. (Uzec-Atal, 2005)
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Figura 9. Estructura quimica de constituyentes de propdleo de diferentes origenes.
1. Pinocembrina, 2. Pinobancsina, 3. Pinobansin-3-O-acetato, 4. Crisina, 5. Galangina, 6. Acido
p-cumarinico,7. Acido ferulico, 8. p-cumarato de Bencilo, 9. Ferulato de Bencilo, 10.Cafeato de
Feniletilo y 11. Cinamato de Cinamil. (Popova, 2002)

2.3.4 Propiedades Farmacolégicas

Sus propiedades medicinales han mantenido su popularidad a través de los afios debido a que
posee actividad antifingica, antibacteriana, antiviral, immunomodulatoria, antiinflamatoria, antioxidante,
anticarcinogénica, anestésica local, citotoxica, antiparasitaria; mostrando variacion en su actividad
bioldgica dependiendo de su origen geografico. En México, la informacion respecto a la actividad de este
producto es muy limitada. (Kujumgiev, 1999; Sillici, 2005; Pozzi, 2006; Banskota, 2000; Freitas, 2006).

Investigaciones hechas sobre la accion antibacteriana de sustancias individuales aisladas del
propdleo, muestran que un solo componente no tiene mayor actividad que el total del extracto, sugiriendo
sinergismo entre los constituyentes. Las propiedades antimicoticas del propdleo han sido establecidas por
numerosos autores, estudios in vitro de extractos de propdleo de diferentes origenes muestran actividad
antifungica sobre especies de Candida. Esta actividad depende del origen del propdleos y del solvente

usado para su extraccion. (Lozina, 2005).
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2.3.5 Obtencion del Propdleo.

El propdleo es tomado por las abejas (Apis mellifera) de la corteza de diferentes arboles y
arbustos, las abejas lo usan como sellador para cerrar sus colmenas y desinfectarlas. Se recolecta
colocando en la parte superior de la colmena, por debajo de la tapa una malla de plastico con una luz de
3 mm. Como las abejas no pueden pasar, tienden a cerrar el hueco. Cuando la malla esta propolizada se

conserva a temperatura frigorifica durante un tiempo, se saca y se enrolla. (Jirgens, 2009).

2.3.6 Mercado del Propodleo

Internacionalmente, la primera patente se inscribié en Rumania (1965), totalizando 239 en el
mundo para el periodo entre 1965 y 1999. En los afios 80 predominaron en la ex URSS y los paises
satélites. En la actualidad, el 43% de las patentes son de origen japonés. El 6,2% de las patentes
corresponden a productos para tratamientos odontoldgicos. Japdn tuvo un crecimiento de 660% en la
década de los afios 80 a 90 en la productividad cientifica. De igual modo el precio ascendi¢ de 5 a 200
ddlares por kilogramo, para productos de Brasil, los que ademas de una mejor calidad tendrian menor

contenido de metales pesados que el propdleos de otros proveedores. (Pefia, 2008)

2.3.7. Investigacion Apicola en México

Para el 2004 diversas Instituciones realizaron investigaciones en apicultura, 90% de las cuales
provienen (segun el ndmero de trabajos presentados en congresos) del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (Inifap), Universidad Auténoma de Yucatan (UADY),
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), Colegio de la Frontera Sur (Ecosur), Colegio de
Posgraduados, Universidad Autdnoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), Centro Nacional de Servicios de
Constatacion en Salud Animal (Cenascsa), Instituto Politécnico Nacional (IPN), Universidad Auténoma de
Nuevo Ledn (UANL) y Universidad de Guadalajara (U de G). Si bien es cierto que la productividad en
relacién con los trabajos presentados en congresos es aceptable (28.5 por afo), el nimero de textos
publicados en revistas cientificas con arbitraje es bajo (16 por afio) y, basicamente, son articulos
generados por las primeras cinco instituciones mencionadas. El nimero promedio de articulos cientificos
arbitrados anualmente se estima en solo 0.35 por investigador. El cuadro muestra las lineas de

investigacion en las que se trabaja en las distintas instituciones mencionadas. (Guzman, 2004).
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En general, la investigacion en México se enfoca en los problemas centrales que afectan
nuestra apicultura: Acarologia, genética y mejoramiento; abejas nativas, andlisis de miel; tecnologia,
polinizacion y flora apicola (Tabla 9).

Tabla 9. Investigaciones Apicolas en diversas Instituciones de México. (Guzman 2004)

Institucion Nimero de trabajos Linea de Investigacion
. Genética, Acarologia y
Inifap 66 Tecnologia
Geneética, Acarologia,
Uady 54 Tecnologia, Polinizacion y
Abejas Nativas
Genética, Acarologia,
UNAM 45 Tecnologia y Analisis de
miel
Abejas nativas, Acarologia y
el G Flora Apicola
C. de Posgraduados 31 Acarologia y Genética
UAAN 23 Polinizacion y Acarologia
Cenascsa 18 Acarologia y Patologia
IPN 17 Analisis de _mlel, A_carologla
y Abejas nativas
UNL 7 Acarologia y Ecologia
UdeG 7 Genética y Abejas nativas
Otras 37 Varias
Total 342 (28.5 / ano)

Existen escasas cifras para comparar la investigacion de México con la de otros paises. Sin
embargo, se sabe que el desarrollo de la apicultura estadounidense es mayor que la de México, y que la
de Brasil es similar a la de éste. En México existen alrededor de 2 millones de colmenas que producen

mas de 50 mil toneladas anuales de miel, mientras que en Estados Unidos y Brasil hay 3.1 y 2 millones

de colmenas y producen 74 mil 700 7 38 mil toneladas de miel respectivamente.(Guzman, 2004).
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los ultimas décadas se ha observado un incremento considerable de infecciones
nosocomiales (IN) por Candida spp. Aunque la C. albicans continta siendo la especie mas prevalente, las

IN por la especie no albicans han aumentado.(Martinez, 2008; Reséndiz, 2004).

La infeccion neonatal por levaduras ha emergido en las ultimas décadas como un problema de
salud importante en las unidades de cuidados intensivos neonatales. El espectro de presentacion ha
dejado de corresponder exclusivamente a brotes epidémicos, para posicionarse dentro de los cinco
primeros agentes causantes de infeccion neonatal. (Reyna, 2007)

Las infecciones por Candida afectan especialmente a nifios hospitalizados en unidades de
cuidados intensivos neonatales y pediatricos, con algun tipo de cirugia ,tal es el caso del brote registrado
en el INPerlER, donde las cepas pertenecian a Candida parapsilosis provenientes de recién nacidos

atendidos en la UCIN, los casos ocurrieron del 22 de junio al 10 de agosto del 2004 (Gonzalez, 2004)

Actualmente las candidemias representan uno de los factores mas importantes en el aumento de
infecciones intrahospitalarias, pueden causar graves problemas y ocasionar la muerte del paciente.
Ademas de la septicemia provocada por Candida albicans, se encuentra la producida por especies no
albicans. (Esteves, 2009)

No solo los recién nacidos suelen verse afectados con infecciones por Candida spp. personas
con sistema inmune bajo (pacientes con SIDA que reciben quimioterapia), personas diabéticas,

poblacion en general.(Manzano-Hernandez, 2008; Gutiérrez, 2007)

La aparicion de cepas fungicas resistentes a antimicéticos de primera eleccion, sugiere que se
deben buscar tratamientos alternativos que faciliten el tratamiento para la cura a padecimientos y
enfermedades micéticas. La resistencia bacteriana a los antibiéticos es un hecho conocido desde hace
mas de 50 afios. Respecto a los hongos, este fendmeno era poco frecuente en los afios ochenta del siglo
pasado. En los ultimos afios, el nimero de casos de micosis con falla terapéutica se ha incrementado en
el mundo, lo cual es atribuible a una deficiencia en la funcién inmunoldgica, baja biodisponibilidad de los

antimicéticos, alteraciones en el metabolismo de los antifungico, interacciones medicamentosas y

resistencia antifungica primaria o secundaria. (Manzano, 2008)
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Debido a estos problemas la poblacién busca recurrir a tratamientos que no sean tan costosos,
que tengan un menor numero de interacciones farmacoldgicas y en lo posible el menor caso de
contraindicaciones.

México cuenta con una diversidad floristica y herbolaria que ha sido transmitida desde épocas
precolombinas por los antepasados, y en estos tiempos, con toda la tecnologia y la investigacion, es
necesario crear protocolos que se encarguen de obtener principios activos que ayuden a contrarrestar

padecimientos que siguen aquejando a la poblacion y de esta manera poder contar con tratamientos

seguros, econémicos y sobre todo eficaces, tal es el caso del Propéleo.
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9. OBJETIVOS

9.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antifungica de el Extracto Etandlico de Propéleo obtenido del apiario de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, frente al crecimiento in vitro de cepas de Candida spp.
provenientes de distintos tipos de muestras clinicas de pacientes atendidos en el Instituto Nacional de
Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPerlER), para ofrecer resultados que serviran como
antecedente en estudios posteriores que busquen proponer al extracto como un posible candidato para ser

utilizado como tratamiento alternativo.

9.2 OBJETIVOS PARTICULARES.

4 Evaluar la efectividad del E.E.P. de la F.E.S.C. mediante el método de dilucién en agar para
conocer el valor de la CMI que presentard el extracto frente a 31 cepas de Candida aisladas de
muestras clinicas de pacientes atendidos en un hospital de tercer nivel como lo es el Instituto
Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes (INPerlER) y una cepa de referencia de
Candida albicans ATCC 10231.

4 Evaluar la actividad antifungica de 4 E.E.P. comerciales frente a las 32 cepas de Candida
mediante la prueba de dilucién en agar para comparar los resultados obtenidos con los del
E.E.P.delaF.ES.C.
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10. HIPOTESIS
HIPOTESIS ALTERNA

B Sise comprueba el efecto inhibitorio de el E.E.P. de la F.E.S. Cuautitlan respecto a 4
extractos etandlicos de propoleos comerciales al enfrentarlos con 32 cepas de
distintas especies de Candida y los resultados muestran un mayor porcentaje de
inhibicidn, entonces se tendrd el comparativo de la actividad entre el E.E.P. de la

F.E.S.C. con respecto a la de los extractos comerciales.
HIPOTESIS NULA

&1 Si se comprueba el efecto inhibitorio de el E.E.P. de la F.E.S. Cuautitlan respecto a 4
extractos etandlicos de propoleos comerciales al enfrentarlos con 32 cepas de
distintas especies de Candida y los resultados no muestran un mayor porcentaje de
inhibicion, entonces no se tendra el comparativo de la actividad entre el E.E.P. de la

F.E.S.C. con respecto a la de los extractos comerciales.




“EFECTO DE PROPOLEOS DE Apis mellifera SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE CEPAS DE Candida spp. AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES,
ATENDIDOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER).".

6.0 JUSTIFICACION

Las candidiasis afectan a la poblacion mexicana, a pesar de existir informacion sobre estas
enfermedades aun se carece de datos acerca de nuevos tratamientos alternativos y su respuesta en
poblacion mexicana, debido a la aparicion reciente de nuevas cepas que presentan resistencia a
tratamientos utilizados, lo mismo ocurre con el Propdleo ya que hay trabajos reportados sobre sus
efectos antibacteriales, antiparasitarios, antitumorales, antivirales y antimicéticos, pero no hay trabajos
reportados donde se compare el efecto del E.E.P de la F.E.S.C. con respecto a tratamientos utilizados

normalmente.

Es importante considerar que se trabajé con propdleo obtenido en el apiario de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan Campo 4 de la Universidad Nacional Auténoma de México, ubicada en el
Estado de México, cuya actividad antifingica habia sido determinada con anterioridad empleando cepas
de referencia, pero que hasta el momento no habia sido evaluada frente a cepas aisladas de muestras
de pacientes tratados en un hospital de tercer nivel.

Este tipo de investigaciones son utiles para el uso de tratamientos alternativos, dando
oportunidad de iniciar con la busqueda de nuevos estudios de biodisponibilidad y nuevas presentaciones

de formas farmacéuticas que podran ser parte del tratamiento para enfermedades que siguen aquejando

a nuestra poblacion.
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6.1 Alcance:

En este trabajo las 31 cepas de distintas especies de Candida utilizadas, pertenecen a muestras
de pacientes tratados en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes, el cual ofrece
alternativas de solucién a la problematica perinatal del pais, a través del desarrollo de acciones en esta

area de la medicina.

6.2 Criterios de inclusion:

Se consideraron cepas de distintas especies de Candida provenientes de distintas muestras de
pacientes tratados en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes, las cuales
pertenecen tanto a mujeres en edad reproductiva como a recién nacidos, el origen de las muestras que se
trabajaron corresponden a orina, toma cérvico-vaginal, puntas de catéter, exudado faringeo, coprocultivo,

rectal y una cepa de referencia de Candida albicans ATCC 10231.

6.3  Criterios de no inclusion:

No se consideraron muestras de pacientes que no fueron tratados en el INPerlER, por lo cual no
hay cepas provenientes de muestras de pacientes del sexo masculino en edad reproductiva, en cuanto al
tipo de muestras no se trabajo con muestras distintas a las descritas en los criterios de inclusién debido a

que no se contaba con las mismas.

6.4 Criterios de exclusion.

No se trabajaron muestras de levaduras pertenecientes a géneros diferentes de Candida.




“EFECTO DE PROPOLEOS DE Apis mellifera SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE CEPAS DE Candida spp. AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES,
ATENDIDOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER).".

7.0 MATERIALES

Placas Petri (60 X 15 mm)

Placas Petri (90 X 15 mm)

Tubos de ensaye (13 x 100 mm)

Tubos de ensaye (16 x 150 mm)

Tubos de ensaye (20 x 145 mm)

Embudo de separacion

Espatula

Matraz Kitazato

Filtro

Pipetas de 1 mL estériles desechables

Tubos Eppendorf

Micropipeta manual de volumen variable (10-100uL, 5- 50uL y 100- 1000uL)
Puntas para micropipeta manual de volumen variable (azules 100-1000u L y amarillas 2-200uL)
Mechero de Bunsen

Papel Filtro

> Sustancias de referencia

Propdleo obtenido del apiario de la F.E.S.C. (recolectado entre los meses de octubre y noviembre
del 2008).

Extractos Etandlicos de Propdleos comerciales

'
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> Medios de cultivo

Agar Papa Dextrosa (PDA)

Agar Dextrosa Sabouraud (SDA)

> Reactivos Analiticos

Etanol
Hexano

Cloruro de Sodio

» Cepas

Candida albicans ATCC 10231

31 Cepas de Candida spp provenientes de distintas muestras de pacientes atendidos en el
INPerlER. Fueron conservadas en el cepario del Departamento de Infectologia en la Torre de

Investigacion del mismo instituto.

Las cepas provenian de distintas muestras tales como orina, puntas de catéter, muestras de
exudado cérvico vaginal, de coprocultivo, rectal y cutdnea. Se diferencié la especie de Candida
albicans para el caso de las muestras provenientes de cérvico-vaginal por medio de la prueba de

tubo germinativo.

Las cepas de Candida parapsilosis provenian de muestras de 5 casos de un brote que se
present6 en la UCIN del mismo Instiuto en el 2004, que incluyé 4 Urocultivos y un Hemocultivo.
La especie se identifico por el Sistema Microscan YEAST RAPID® para la identificacion rapida de

levaduras.
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> Instrumentacion

+ Replicador Steers

+ Bafo Maria

+ Campana de Flujo Laminar
+ Autoclave

+ Agitador Vortex

+ Incubadora

+ Cuenta colonias

+ Balanza Analitica

+ Rotavapor

+ Manguera Latex
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7.1 Replicador Steers

Con el objeto de facilitar el estudio de un gran volumen de cultivos, se utiliza un dispositivo
conocido como replicador de Steers (Figura 10). La principal caracteristica de este instrumento es una
cabeza de resorte provista de 32 a 36 puas de inoculacidn con superficie plana, cada una de
aproximadamente 3 mm de didmetro. La cabeza esta adosada a un mecanismo de piston y cilindro
mediante el cual se puede desplazar hacia arriba y abajo en un plano vertical. La contraparte es una placa
de siembra de aluminio que contiene 32 a 36 concavidades. Estas concavidades estan dispuestas de tal
modo que, cuando la placa de siembra esta ubicada convenientemente dentro de la guia, en la base del
replicador las puas de inoculacién de la cabeza mévil que encajan exactamente dentro de las
concavidades. Cada concavidad de la placa constituye un receptaculo dentro del cual se pueden colocar
diferentes suspensiones bacterianas. (Koneman, 1985)

La prueba por dilucion en agar se lleva a cabo colocando la placa de siembra con sus 32 a 36
suspensiones bacterianas (esto depende del tipo de placa a utilizar 90 X 15 mm o cuadrada) directamente
debajo de la cabeza de inoculacion. Esta se hace descender de modo que las puas se introduzcan en

cada una de las concavidades, tirando muestras de aproximadamente 0.001 mL. (Koneman, 1985)

Figura 10. Replicador Steers




8.
9.

“EFECTO DE PROPOLEOS DE Apis mellifera SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE CEPAS DE Candida spp. AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES,
ATENDIDOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER).".

8.0 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

8.1 Procedimiento experimental para la obtencion del E.E.P. de la F.E.S.C.

Se Limpié la resina eliminando ceras, basura, restos de flores, restos de la colmena
fragmentando en pequefios trozos.

Se realizé la inmersién de los trozos de resina en etanol 70% en frasco dmbar por 7 dias
procurando mezclar una vez al dia.

Una vez transcurrido el tiempo se realizé la maceracion en el mismo frasco donde se contenia la
inmersion.

Se filtré en un matraz Kitazato con un papel filtro.
Se colocd la mezcla (Concentrado de la resina) en el rotavapor para eliminar el etanol.
Se resuspendié en etanol.

Se fracciond con hexano en un embudo de separacién, para obtener por separado el extracto
hexandlico, la grasa y por ultimo el extracto etandlico de propéleo.

Se colocd el extracto etandlico nuevamente en el rotavapor, esta vez para eliminar el hexano.

Se sec6 al vacio hasta obtener una consistencia resinosa.

10. Se conservo en un frasco dmbar. (Figura 12)

8.2 Procedimiento experimental para la prueba piloto para determinar la CMI de trabajo
con el E.E.P. de la F.E.S.C.

Se prepard la Solucién Stock del E.E.P. de la F.E.S.C. Pesando 50 mg del extracto y disolver
en 250y | de etanol al 70%

Se prepard agar PDA 'y alicuotar 6 mL de medio en tubos con rosca de 13 X 100 mm
Se esterilizo el medio contenido en los tubos con rosca en autoclave por 15 minutos a 121°C.

Se agregaron los volumenes del E.E.P. de la F.E.S.C. a los tubos con el medio tibio segun la
tabla, agitando en el vortex.

Se virtid el contenido de los tubos en las placas de Petri pequefias de 60 X 15 mm
debidamente identificadas con la concentracion correspondiente.

Se dejo enfriar e incubar para prueba de esterilidad (verificando que no exista ningun tipo de
desarrollo bacteriano al momento de utilizar las placas con el medio).

Se ajustd la cepa de Candida spp. al nefeldmetro. El indculo debié contener aproximadamente
1-5 X 108 UFC/mL (estandar de 0.5 de McFarland).

Se inoculd con un hisopo la cepa de Candida spp. en las distintas placas con el mismo orden
de inoculacion.

Se incubd y se realiz6 la lectura a las 48 horas.
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Tabla 10. Volumenes necesarios para la preparacion de placas con diluciones del E.E.P. de la
F.E.S.Cuautitlan en el medio.

TUBO 1 2 | 3 4 5 6 7 CONTROL
Concentracion del E.E.P. de la F.E.S.C. en
20|115]1.0]0.75| 0.5 0.25 | 0.125
mg/mL
ML necesarios del E.E.P. 60 | 45 | 30 | 225 | 15| 7.5 | 3.75

Calculos:
Solucidén Stock del E.E.P. de la F.E.S.C.:

50mg estan contenidos en --- 250 pL EtOH
Concentracion deseada, multiplicar por el
Volumen final del medio en las placas --- Xi=  Vol. en pL necesarios

Ejemplo:

50mg-----250 p L EtOH
2.0 mg/mL x 6 mL

Xi= 60 pL del E.E.P. para obtener una concentracion de 2.0 mg/mL

8.3 Procedimiento experimental para la Inoculacién con el replicador Steers.

1. Se resembraron las cepas a probar en tubos con medio PDA para utilizarlas con crecimiento de 24
horas (Cultivo joven).

2. Se tomo una asada de cada una de las cepas por separado en tubos que contengan 4 mL de
S.S.F. Tomar 1 mL y ajustar cada cepa en un tubo con 9 mL de S.S.F. al nefelémetro. El inoculo
debe contener aproximadamente 1 a 5 X 105 UFC/mL (estandar de 0.5 de McFarland diluido al 1:1
con S.S.F.).

3. Se coloco en cada policubeta del replicador 400 uL de cada una de las diluciones preparadas por

cada cepa. (Figura 11).

i
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Dilucion en Agar
Preparacion y colocacin del indcuip

7
\ = wmh, 1-5510° IR £ ml
o e = f{-.

Depositar Tl de laz
— |l r suspengiotes de levaduraz en
| - cada policubeta

Cubtive bresen de S5
la levadura

ml 5.5.F
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i 4 i
1-5 510 U A ml 0007 ml Policubetaz de indeulos del
RBeplicador Steers.

Figura 11. Montaje de las Policubetas de in6culos del replicador Steers.

8.4 Procedimiento experimental para la obtencion de la C.M.I. del E.E.P. de la F.E.S.C.

Se preparo la Solucion Stock del E.E.P. de la F.E.S.C. Pesar 50 mg del extracto y disolver en
250p | de etanol al 70%

Se prepard agar PDA 'y se tomd una alicuota con 20 mL de medio en tubos con rosca de 20 X
145 mm

Se esterilizd el medio contenido en los tubos con rosca en autoclave por 15 minutos a 121°C.

Se agregaron los volumenes del E.E.P. de la F.E.S.C. a los tubos con el medio tibio segun la
tabla, agitando en el vértex desechando antes el mismo volumen de agar.

Se virti6 el contenido de los tubos en las placas de Petri de 90 X 15 mm debidamente identificadas
con la concentracion correspondiente.

Se Dej6 enfriar e incubar para prueba de esterilidad (verificando que no exista ningun tipo de
desarrollo bacteriano al momento de utilizar las placas con el medio).

Se ajustd la cepa de Candida spp. al nefelémetro. El indculo debe contener aproximandamente 5
X 105 UFC/mL (estandar de 0.5 de McFarland diluido al 1:1 con S.S.F.).

Se inocularon las cepas con el replicador Steers.
Se montaron controles que contengan solo agar, y etanol.
Se incubaron a 37°C y se realizd la lectura a las 48 horas.

Se realizd por duplicado (Figura 13)
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Tabla 11. Preparacion de placas con diluciones del E.E.P. de la F.E.S.Cuautitlan en el medio

TUBO 1 2 3 4 5 6 7 8 CONTROL

Concentracion del
E.E.P.delaF.ES.C.en | 20 | 1.5 | 1.0 | 0.75| 05| 0.25 | 0.125 | 0.0626
mg/mL

uL necesarios del
E.E.P.

200 | 150 (100 | 75 | 50 | 256 | 125 | 6.25

8.5 Procedimiento experimental para la obtencion de los porcentajes de inhibicion de los
Extractos Etandlicos de Propéleos Comerciales
1. Se prepar6 agar PDA en tubos que contengan 20 mL de agar
2. Se esterilizé el medio en los tubos con rosca en autoclave por 15 minutos a 121°C

3. Se agregaron los volumenes de los E.E.P. Comerciales a los tubos con el medio segun la tabla,
agitando en el vortex desechando antes el mismo volumen de agar.

4. Se virti6 el contenido de los tubos en las placas de Petri debidamente identificadas con la
concentracion correspondiente (2.0 y 4.0 mg/mL).

5. Se Dejo enfriar e incubar para prueba de esterilidad (verificando que no exista ningun tipo de
desarrollo bacteriano al momento de utilizar las placas con el medio).

6. Se Inocularon las cepas con el replicador Steers.

7. Se montaron controles que contengan solo agar, y agar con etanol.
8. Seincubaron a 37°C vy realizar lectura a las 48 horas.

9. Se realizé por duplicado.(Figura 14)

Tabla 12. Preparacion de placas con diluciones del E.E.P. Comerciales

CONCENTRACION
TUBO E.E.P.C1 | EE.P.C2 | EE.P.C3 | E.EE.P.C4 CONTROL
FINAL
uL del E.E.P. COMERCIAL 256 256 256 256 2.0 mg/mL -
pL del E.E.P. COMERCIAL 512 512 512 512 4.0 mg/mL
Volumen final con Agar en laplaca | 20 mL 20 mL 20 mL 20 mL - 20 mL
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Calculos:

Datos del marbete de los E.E.P. Comerciales:

E.E.P. al 20%
20 g estan contenidos en --- 100 mL EtOH
200 mg --- 1 mL
200 pug--1pL

Para alcanzar la concentracion de 2.0 mg/mL en las placas con agar, se requirié 200 p L de la solucién
stock del E.E.P. de la F.E.S.C. (50 mg del extracto etandlico en 250 uL de etanol al 70%).

Para obtener una concentracion de 2.0 y 4.0 mg/mL con los E.E.P. Comerciales se necesitan:

2.0mg/mL - 200 pL del E.E.P.de la F.E.S.C.

Xi

2.04 mg/mL ----- 256 pL de los E.E.P. Comerciales

X2

404 mg/mL ----- 512 pL de los E.E.P. Comerciales
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DEL E.E.P. de la F.E.S.C.

RECOLECCION DEL PROPOLEO DEL APIARIO F.E.S.CUAUTITLAN

v

LIMPIEZA DE LA RESINA (ELIMINAR CERAS, BASURA, RESTOS DE FLORES, RESTOS DE LA
COLMENA), FRAGMENTANDO EN PEQUENOS TROZOS

|

INMERSION DE LOS TROZOS DE RESINA EN ETANOL AL 70%N UN FRASCO AMBAR POR 7 DIAS

v

MACERACION EN
LA INMERSION

!

FILTRACION EN VACI0

|

CONCENTRADO DE LA RESINA EN EL ROTAVAPOR
PARA ELIMINAR ETANOL

|

RESUSPENDER EN ETANOL PARA ELIMINAR EL MAYOR NUMERO DE IMPUREZAS

|

FRACCIONAR CON HEXANO EN
EMBUDO DE SEPARACION
l SECAR AL VACIO
. EXTRACTO ETANOLICO DE
EXTRACTO HEXANGLICO GRASA o OEESS o 8 FCEOS A CONCENTRADO DEL E.E.P. EN EL ROTAVAPOR
(EEPFESC. ) PARA ELIMINAR HEXANO
EXTRACTO A TRABAJAR

Figura 12. Diagrama Experimental del procedimiento experimental para la obtencion del E.E.P. de la F.E.S.C.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA LA OBTENCION DE LA CMI DEL E.E.P. DE LA F.E.S. CUAUTITLAN

PESAR 50 mg DEL E.E.P. DELAFESC. ‘
. PREPARACION DE LA SOLUCION ' — ' '
i STOCKDELEEP.DELAFESC. ! \

DISOLVER EN 250p L DE ETANOL AL 70%

VERTER LOS VOLUMENES DE LA SIGUIENTE

PREPARAR AGAR PDA Y COLOCAR 20 mL EN
TUBOS CON ROSCA DE 20 X 145 mm

|

AGREGAR DEL E.E.P.LOS uL NECESARIOS
SEGUN LA TABLA, AGITANDO EN EL VORTEX

TABLA EN LAS PLACAS DE PETRI

l

EL PROCEDIMIENTO SE REALIZO POR

2.0 1.5 1.0 0.75 0.5 0.25 0.125 0.0626

200 150 100 75 50 25 125 6.25

DUPLICADO

PREPARAR CEPAS DE Candida spp. AJUSTADAS
AL NEFELOMETRO DE McFARLAND 0,5 CON
S.S.F. ESTERIL

VERTER EL CONTENIDO EN PLACAS PETRI
PEQUERNAS DEBIDAMENTE IDENTIFICADAS
CON LA CONCENTRACION
CORRESPONDIENTE

INOCULAR CON UN HISOPO LAS CEPAS DE
Candida spp. EN LAS DISTINTAS PLACAS CON
EL MISMO ORDEN DE INOCULACION

DEJAR ENFRIAR E INCUBAR
PARA PRUEBA DE ESTERILIDAD l

INCUBAR Y REALIZAR LECTURA A LAS 48
HORAS

Figura 13. Procedimiento experimental para la determinacion de la CMI del E.E.P. de la F.E.S. Cuautitlan.
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PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL PARA CONOCER EL PORCENTAJE DE INHIBICION DE CEPAS DE Candida spp. CON LOS E.E.P.
COMERCIALES

PREPARACION DE LAS PLACAS CON LOS E.E.P.COMERCIALES

SEGUIR LA SIGUIENTE TABLA PARA PREPARAR
LAS PLACAS DE PETRI

l

PREPARAR AGAR PDA Y COLOCAR 20 mL CONCENTRACION
EN TUBOS CON ROSCA DE 20 X 145 mm I TUBO EEP.C1 | EEP.C2 | EEP.C3 | EEP.CA FINAL CONTROL
L DEL
l E.E.P. 256 256 256 256 2.0 mg/mL
COMERCIAL
L DEL
E.E.P. 512 512 512 512 4.0 mg/mL
AGREGAR DE LOS E.E.P.C. LOS uL NECESARIOS COMERCIAL ¢
SEGUN LA TABLA. AGITANDO EN EL VORTEX oo
final de
l Mgaren | 20mL | 2omL | 2omL | 20ml . 20 mL
placa
VERTER EL CONTENIDO EN PLACAS PETRI REACTIVAR CEPAS DE Candida spp. CON 24 HRS DE
DEBIDAMENTE IDENTIFICADAS CON LA CRECIMIENTO AJUSTADAS AL NEFELOMETRO DE Mc FARLAND
CONCENTRACION CORRESPONDIENTE 0,5 CON S.S.F ESTERIL
l INOCULAR CON EL REPLICADOR
STEERS LAS CEPAS DE Canida spp.
DEJAR ENFRIAR, INCUBAR PARA
PRUEBA DE ESTERILIDAD

INCUBAR Y REALIZAR LECTURA A LAS 48 HORAS

Figura 14. Diagrama experimental para conocer el porcentaje de inhibicion de cepas de Candida spp. con los E.E.P. Comerciales.




“EFECTO DE PROPOLEQS DE Apis mellifera SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRO DE CEPAS DE Candida spp. AISLADAS DE MUESTRAS DE PACIENTES,
ATENDIDOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES (INPerlER).".

RESULTADOS
19 C. albicans Coprocultivo Adulta 0.125 SID SID + + + S + +
20 Candida spp. Orina Adulta 0,125 S S + + + S + +
21 C. albicans Orina Adulta 1,0 + + + + + + + +
22 Candida spp. vaginal Adulta 0.25 S S + + SID S + +
23 C. parapsilosis Orina Recién Nacido 0.75 + + + + + SID + +
24 Candida spp. Orina Adulta 0.25 + S + + + S + +
25 C. glabrata Orina Adulta 0.25 + + + + + SID + +
26 C. parapsilosis Hemocultivo Recién Nacido 05 + + + + + S + +
27 C. parapsilosis Orina Recién Nacido 0.75 + + + + + SID + +
28 C. albicans Faringeo Adulta 0.125 S S + + SID S + +
29 Candida spp. Orina Adulta 0.125 SID SID + + + S + +
30 C. parapsilosis Rectal Recién Nacido 15 + + + + + + + +
31 C. parapsilosis Orina Recién Nacido 0.75 + + + + + + + +
32 C. albicans CEPAATCC - 0.125 S/D S/D + + SiD S/D + +
13 C. parapsilosis Orina Recién Nacido 1.5 + + + + + + + +
14 Candida spp. Punta de catéter Adulta 0.25 + S + + + S + +
15 C. albicans Orina Adulta 0.125 SID SID + + + SID + +
16 C. albicans Orina Adulta 0.25 SID SID + + + SID + +
17 Candida spp. Orina Adulta 15 + + + + + + + +
18 C. albicans Orina Adulta 0.125 SID SID + + + SID + +
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S/D: Sin Desarrollo
+: Con Desarrollo

Tabla 13. Resultados obtenidos de las cepas desarrolladas con los Extractos Etanélicos de Propdleo
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9.2 Resultados para la determinacion del primer valor de la CMI del E.E.P. de la F.E.S.C.

Tabla 14. Determinacion de la CMI para la cepa de Candida albicans ATCC 10231 por medio de la
Técnica de Dilucion en agar. La CMI se determiné como la concentracion mas baja del E.E.P. de la
F.E.S.C. capaz de inhibir el crecimiento visible, para este caso el valor se encontré en 0.5mg/mL

2.0 mg /ml 1.0 mg/ml

1.5 mg /ml 0.75 mg/mi

0.5 mg/ml 0.25 mg/ml
CONTROL SIN

0.125 mg/ml PROPOLEO

42 -



Tabla 15. Distribucion de Cepas desarrolladas

, Numero de Cepas
0 desarrolladas
C. albicans 9/32
Candida spp. 13/32
C. glabrata 13/32
ilosi Grafi
C. parapsilosis 9/32 oo 4.

Distribucién de Cepas desarrolladas

Tabla 16. Distribucion de Cepas desarrolladas
Para mujeres adultas

omerovesoe (oY

Candida albicans 8/23
Candida spp. 13/23
Candida glabrata 1/23
Candida parapsilosis 1/23
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DISTRIBUCION DE CEPAS DESARROLLADAS

C. albicans
w Candidaspp.
m C. glabrata

W C.parapsilosis

T POramucl &3 Ouuartas

Candidaalbicans
W Candidaspp.
m Candidaglabrata

m Candidaparapsilosis

Grafico 5. Distribucion de Cepas desarrolladas para mujeres adultas

Tabla 17. Distribucion del origen de las muestras para
Cepas de C. albicans

Origen de Ndmero de cepas
muestra desarrolladas
Orina 6/9
Coprocultivo 1/9
Faringeo 1/9
Cepa ATCC 1/9

Grafico 6. Distribucion del origen de las muestras para Cepas de C. albicans

Tabla 18. Distribucion del origen de las muestras
para Cepas de C. parapsilosis
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Orina 6/9
Rectal 1/9
Hemocultivo 1/9
Punta de
Catéter 14

Grafico 7. Distribucion del origen de las muestras para Cepas de C. parapsilosis

Tabla 19. Distribucion del origen de las muestras
para Cepas de C. spp

Orina 8/13
Rectal 113
Hemocultivo 3/13
Punta de
Catéter 113

Grafico 8. Distribucion del origen de las muestras para Cepas de C. spp.

Para el caso de recién nacidos se desarrollaron 8 cepas de Candida parapsilosis

En cuanto al origen de la muestra para Candida glabrata, la Unica cepa desarrollada
pertenecia a una muestra de orina.
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9.3 Resultados del valor de C.M.I. para el E.E.P. de la F.E.S.C.

Tabla 20. Resultados de Incubacidn de las cepas en los medios con el Extracto Etandlico de Propéleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Lectura a las 48 Horas.

[2.0] [1.5] [1.0] [0.75]

[0.5] [0.25] [0.125]
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Tabla 21. Resultados de Lecturas a las 48 horas de las Concentraciones Minimas inhibitorias obtenidas
con el Extracto Etandlico de Propéleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.

Concentracion Minima Inhibitoria N*DE CEPAS DESARROLLADAS A LAS 48
HORAS

0.125 mg/mL 10

0.25 mg/mL 8

0.5 mg/mL 4

0.75 mg/mL 5

1 mg/mL 2

1.5 mg/mL 3

2.0 mg/mL 0

Grafico 9. Grafico de los resultados de Lecturas a las 48 horas de las Concentraciones Minimas
inhibitorias obtenidas con el Extracto Etandlico de Propdleo de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlan.

CONCENTRACIONES MINIMAS INHIBITORIAS DE LAS CEPAS DESARROLLADAS CON EL
EXTRACTO ETANOLICO DEPROPOLEO DE LA FES CUAUTITLAN
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Concentracion en el medio

Tabla 22.Resultados de Lecturas a las 48 horas de las cepas desarrolladas con las distintas

Concentraciones del Extracto Etandlico de Propodleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
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celoxractaen | copas | oopas | Nimerode | Porcentaece | 1o e
. cepas inhibidas | cepas inhibidas
el medio desarrolladas desarrolladas
0.062 mg/mL 32 100% 0 0% 32
0.125 mg/mL 21 65.60% 11 34.30% 32
0.25 mg/mL 13 40.60% 19 59.30% 32
0.5 mg/mL 10 31.20% 22 68.70% 32
0.75 mg/mL 3 9.30% 29 90.60% 32
1 mg/mL 3 9.30% 29 90.60% 32
1.5 mg/mL 0 0% 32 100% 32
2.0 mg/mL 0 0% 32 100% 32
Porcentajede Cepas desarrolladas con el Extracto Etanclico de
Propaieo de ia Facuitad de Estudios Superiores Cuautitian
100%
oy —
1duvo T /’ .
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0.062
mg/mlL

0.125
mg/ml

0.25
mg/mL

0.5
mg/mL

0.75 L0
mg/ml  mg/ml

15
mg/mL

2.0
mg/mL

Concentracionen el medio

CIPORCENTAJEDE CEPAS DESARROLLADAS

Grafico 10. Grafico Resultados de Lecturas a las 48 horas de las Cepas desarrolladas con el Extracto
Etandlico de Propodleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan.
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Las lecturas realizadas por duplicado a las 48 horas mostraron que 10 cepas que representan el 31%, reportaron
una CMI de 0.125 mg/mL, 8 cepas que representan el 25% obtuvieron una CIM de 0.25 mg/mL, el 12.5% representado
por 4 cepas registraron una CMI de 0.5 mg/mL, 5 cepas que representan el 16 % obtuvieron una CMI de 0.75 mg/mL,
mientras que 2 cepas que representan al 6% encontraron su valor de CMI en 1 mg/mL y por Ultimo solo 3 cepas que
representan el 9% registraron el valor de CMI mas elevado de 1.5 mg/mL. La CMI para todas las cepas evaluadas oscild
entre 0.125y 1.5 mg/mL.

Las cepas de Candida spp fueron inhibidas con menores concentraciones del Extracto Etandlico de Propéleo de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan con respecto a los Extractos Etandlicos de Propéleos Comerciales.

RESULTADOS DE CONTROLES. INCUBACION A 37°C, LECTURA A LAS 48 HORAS

AGAR PDA ETANOL 70% (200pL)

Figura 15. Resultados de Controles.
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CONCENTRACION 4.0 mg/mL CONCENTRACION 2.0 mg/mL

Figura 16 .Cepas desarrolladas en los medios con el Extracto Etandlico de Propdleo Comercial 1.Lectura a las 48
Horas. Incubacién a 37°C

Tabla 23. Valores obtenidos de Cepas desarrolladas con el Extracto Etandlico de Propdleo Comercial 1.

4.0 mg/mL 12 (37%) 20 (63%) 32

2.0 mg/mL 17 (53%) 15 (47%) 32

En el resultado de la lectura a las 48 horas 12 cepas que representan al 44% se desarrollaron en el medio que
contenia 4 mg/mL, las 20 cepas restantes se inhibieron a esta concentracién; 17 cepas (59%) se desarrollaron a la
concentracién de 2.0 mg/mL, por tanto las 15 cepas restantes incluyendo la cepa ATCC se vieron inhibidas igualmente a
dicha concentracion
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CONCENTRACION 4.0 mg/mL CONCENTRACION 2.0 mg/mL

Figura 17. Cepas desarrolladas en los medios con el Extracto Etandlico de Propéleo Comercial 2. Lectura a las 48
Horas. Incubacidn a 37°C.

Tabla 24. Valores obtenidos de Cepas desarrolladas con el Extracto Etanélico de Propdleo Comercial 2

4.0 mg/mL 32 (100%) 0 32

2.0 mg/mL 32 (100%) 0 32

La lectura a las 48 horas mostrd una actividad biol6gica nula ya que las 32 cepas se habian desarrollado en el
medio, incluyendo a la cepa ATCC, asi que no lograron ser inhibidas por el extracto a las concentraciones de 2.0 y 4.0
mg/mL.

-850 -
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CONCENTRACION 4.0 mg/mL

Figura 18 .Cepas desarrolladas en los medios con el Extracto Etandlico de Propdleo Comercial 3.

Lectura a las 48 Horas. Incubacion a 37°C.

Tabla 25 .Valores obtenidos de Cepas desarrolladas con el Extracto Etanélico de Propdleo Comercial 3.

4.0 mg/mL 7 (22%) 25 (78%) 32

2.0 mg/mL 25 (78%) 7 (22%) 32

A las 48 horas la lectura mostré que en el medio que contenia 4.0 mg/mL, 7 cepas (22%) se desarrollaron,
mientras que 25 cepas (78%) lo consiguieron en el medio que contenia 2.0 mg/mL, entre las cepas inhibidas se
encontraba la cepa ATCC. La actividad biolégica mostrada frente a las 32 cepas de distintas especies de Candida fue la

mas alta con respecto al total de los extractos etandlicos de propéleos comerciales
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CONCENTRACION 4.0 mg/mL CONCENTRACION 2.0 mg/mL

Figura 19. Cepas desarrolladas en los medios con el Extracto Etandlico de Propéleo Comercial 4. Lectura a las 48
Horas. Incubacidn a 37°C.

Tabla 26 .Valores obtenidos de Cepas desarrolladas con el Extracto Etanélico de Propdleo Comercial 4.

4.0 mg/mL 32 (100%) 0 32

2.0 mg/mL 32 (100%) 0 32

La actividad biolégica mostrada frente a las 32 cepas de distintas especies de Candida, al igual que el E.E.P. C.
2, mostr una actividad bioldgica nula frente a las 32 cepas de distintas especies de Candida ya que la cepa ATCC logrd

desarrollarse inclusive a la concentracién mas baja del E.E.P. en el medio.
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Tabla 27. Comparativo del Porcentaje de Inhibicion con 2 mg/mL de los Extractos Etanélicos de Propéleos.

E.E.P. de la F.E.S.C. 100%
E.E.P.C1 47%
E.E.P.C2 0%
E.E.P.C3 22%
E.E.P.C4 0%

Comparativo del P orcentaje de Inhibiciéncon2 mgimL de los Extractos
Etanolicos de Propoleos

0%
20%
40%
50%
80%

Porcentaje de Inhibicion

100%

E.EP.dela EEP.C1 EEP.C2 EEP.C3 EEP.C4
F.E.S.C.

Grafico 11. Grafico comparativo del Porcentaje de Inhibicion con 2 mg/mL de los medios con el Extracto
Etandlicos de Propdleos.

Tabla 28. Comparativo del Porcentaje de Inhibicion con 4 mg/mL de los Extractos Etanélicos de Propdleos

Comerciales.
E.E.P.C1 63%
E.E.P.C2 0%
E.E.P.C3 78%
E.E.P.C4 0%
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Comparativo del P orcentaje de Inhibicion con 4 mgimL de los
Extractos Etandlicos de Propoleos Comerciales

Porcentaje de Inhibicion

E.EP.C1 E.EP.C2 EE.P.C3 EEP.C4

Grafico 12. Grafico comparativo del Porcentaje de Inhibicion con 4 mg/mL de los Extractos Etandlicos de
Propdleos Comerciales.

Para demostrar que existe una diferencia significativa entre e E.E.P. con respecto a los E.E.P. comerciales, se

realizé la prueba de andlisis de varianza asignando los valores 1y 0 al existir, 0 no, crecimiento respectivamente.

Se utilizd el programa GraphPad Prism 5.04, obteniendo los siguientes resultados:

Tabla 29.Tabla ANOVA del Analisis de Varianza para los resultados de la actividad de los Extractos Etandlicos de
Propédleos.

Factor Columna
4.0 22.35 5.588 78.29 <0.0001
(Column Factor)
Factor Filla
31.0 3.900 0.1258 1.76 0.0156
(Row Factor)
Residuos (Error) 124.0 8.850 0.07137
Total 159.0 35.10
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Retomando las Hipdtesis:

Ho: No existe comparativo de la actividad entre los Extractos Etandlicos de Propéleos probados.
Ha: Existe comparativo de la actividad entre los Extractos Etandlicos de Propéleos probados.

Criterio de Aceptacién

Si Feal < Feriica NO se rechaza Ho
Sl Fcal > Fcn’tica Se I’eChaza HO

Como: Fea (78.29) > Feritca (0.0001)  Se rechaza Ho

Extractos Etandlicos de Propdleos
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Grafico13. Grafico de las Cepas desarrolladas en los medios con los Extractos Etandlicos de Propdleos.

Existe menos del 0.01% de probabilidad de aleatoriedad, observando que el efecto es considerado
extremadamente significativo, el Factor Columna tiene el 63.68 % del total de la varianza.
Para el Factor Fila (Row Factor) existe el 1.6% de probabilidad de aleatoriedad, observando que el efecto es

considerado significativo. Este factor tiene el 11.11% de total de la varianza.




“EFECTO DE PROPOLEOQS DE Apis mellifera SOBRE EL CRECIMIENTO IN VITRODE CEPAS DE Candida spp. AISLADAS DE PACIENTES,
ATENDIDOS EN EL INSTITUTO NACIONAL DE PERINATOLOGIA ISIDRO ESPINOSA DE LOS REYES.”.

10. DISCUSION

Los benéficios del propdleo se conocen desde tiempos remotos (Castalado, 2002; Mani, 2006; Vassya
Bankova, 2005; Dong Myung, 2008; Cuesta 2005; Lessio, 2009; Popova, 2005), la composicion quimica del
propoleo es altamente variable y depende de la flora local del sitio donde fue recolectado por las abejas Apis
mellifera, (Lozina, 2005; Kujumijiev, 1999; Quintero Mora, 2008; Castalado, 2002; Pefia 2008; Sacozzo, 2006;
Fernandez, 2005; Sawaya, 2002; Freitas, 2004). Algunos autores mencionan que la especie de las abejas que

recolectan el polen, también se ve relacionado con la composicién de los distintos propéleos (Silici, 2005).

Es importante el tratamiento que se da a los propdleos para trabajar en pruebas en el laboratorio, tal
es el caso de los solventes que se utilizan para extraer al extracto; si se trabaja con soluciones glicerinadas,
hay una baja actividad bioldgica frente a bacterias Gram positivas, mientras que el etanol y el propilen glicol
muestran buena actividad contra levaduras (Pefia, 2008); por tal motivo para este estudio se decidié trabajar
con extractos etandlicos, quedando claro que para este trabajo, no existié ninguna interferencia en cuanto a los
medios o disolventes utilizados para la determinacion, esto fue comprobado al trabajar con controles negativos
(medios de cultivo que solo contenian etanol), el crecimiento no se vio inhibido, este tipo de controles esta

asegurando la confiabilidad en los resultados que ademas se realizaron por duplicado.

Los métodos empleados para la extraccion de compuestos de propdleo requieren una adecuada
estandarizacion, varios autores proponen mezclas de etanol, cloroformo y acetona, seguido de hidréxido de
potasio etanol y acetdlisis que permite separar gran cantidad de material organico post-extraccion (Pefa, 2008;
Popova, 2009).

En México la apicultura es un ramo que no ha sido aprovechado en su totalidad. La investigacion
cientifica y el desarrollo tecnoldgico (aplicados en todos los sectores productivos) han sido y seguirdn siendo
las herramientas principales del progreso econdmico de las naciones desarrolladas. Por ello, estos pilares

deben ser prioritarios en las politicas de toda nacion para mejorar las condiciones de vida de sus habitantes.

En el caso de la apicultura mexicana, fermentar la investigacion repercute en el progreso de
aproximadamente 500 mil personas que viven en ella, directa o indirectamente. Mas de 75% de los apicultores
son campesinos de bajos recursos que ven en la apicultura un medio para complementar sus ingresos. Desde

el punto de vista econdmico, México es uno de los cinco paises con mayor produccién de miel en el mundo y

mantiene el tercer lugar como exportador de este producto, lo que rinde divisas por mas de 55 millones de
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ddlares anuales. No obstante, su valor mas importante estriba en la riqueza generada por el efecto polinizador
de las abejas en cultivos agricolas, la cual se estima en montos superiores a 2 mil millones de ddlares por afio.
(Guzman, 2004).

La apicultura mexicana atraviesa por momentos dificiles, debido a la gama de problemas que la
afectan: por lo tanto, es necesario promover la investigacion estratégica, asi como las politicas de fomento,
capacitacion y comercializacion. Aunque desde hace muchos afios se han publicado tesis de licenciatura
relacionadas con la apicultura, la investigacion formal en este sector productivo apenas se inicié en nuestro

pais hace menos de 20 afios.(Guzman, 2004).

En numerosos trabajos se ha descrito que el propdleo posé diversas actividades, entre ellas: actividad
antifungica (Kujuimgiev, 1999; Lozina, 2005 y 2006; Pozi, 2006; Silici, 2005), antibacterial (Duarte 2006;
Kujumgiev, 1999; Sacozzo, 2006; Fernandez, 2005; Popova, 2005 y 2009; Uzel Atag, 2005; Silici, 2005; Klic,
2005; Trusheva, 2010; Londofio Orozco et. al., 2010; Cushnie, 2005; Banskota, 2001), antiparasitaria
(Freitas, 2006), antioxidante (Kumazawa, 2004); antiinflamatoria (Aparecido, 2009; Sy Leticia, 2006),
hepatoprotectora (Banskota, 2001), antiviral (Kujumgiev, 1999; Genya, 2005), radioprotectiva (Sudrez,
2000; Benkovic, 2008), citotdxica (Banskota, 2000; Feng 2009), anticancerigena (Dong, 2008; Ozkul, 2005),
Protector de dafio en DNA (Russo, 2006), que aumenta la resistencia natural del cuerpo ante infecciones
(Missima, 2009; Gennya, 2005; Cuesta, 2005; Dimov, 1992; Gozde, 2009; Lopes, 2003; Pagliarone, 2009;
Ozkul, 2005; Clancy, 2008; Rossi, 2002), antiséptica; ayuda diversos tratamientos contra: dlcera duodenal,
dermatitis; baja los niveles de presion sanguinea y de colesterol; ademas uno de sus componentes de &cido
cafeico fenetil, (CAPE) por sus siglas en inglés ha mostrado actividad citotéxica frente a células tumorales
(Pefia 2008).

Es dificil saber con exactitud cuél de entre los distintos componentes quimicos del propéleo causa la
inhibicion en el crecimiento de las levaduras, sin embargo en la literatura se mencionan ciertos constituyentes
quimicos que se encuentran presentes como componentes basicos y éstos probablemente actuan en la
membrana microbiana causando dafios funcionales y estructurales (Marcucci, 2001), entre algunas de estas
sustancias podemos encontrar a los polifenoles, flavonoides como quercetina, galangina, pinocembrina, crisina;
acido cafeico, acido cinamico, dcidos fendlicos y sus ésteres, aldehidos fendlicos, cetonas, dcidos aromaticos,
aceites volatiles, ceras, resinas, sales como magnesio, nickel, calcio, hierro y zinc (Pefia 2008). Esto justifica la

busqueda de una estandarizacion quimica para cada region que ayude a identificar los compuestos con

actividad farmacoldgica para que el propdleo sea aceptado oficialmente dentro de los principales tratamientos
para el cuidado de la salud (Vassya, 2005; Zhou, 2008; Sacozzo, 2006; Pefia, 2008).
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Se decidié utilizar la técnica de dilucidn en agar, basada en un trabajo realizado por Sawaya y
colaboradores en 2002, en éste trabajo se demostrd que este método en comparacion con otros mostraba
resultados mas claros al analizar la actividad de extractos de propdleos con diferentes composiciones contra

especies de Candida spp.

Un método considerado como “Estandar de oro”, para la determinacion de las susceptibilidades de
organismos a antimicrobianos, es la obtencion del valor de la Concentracion Minima Inhibitoria, definida como
la minima concentracion del agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacion y produccion de un crecimiento
visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba este método es usado para juzgar el
comportamiento de todos los demés métodos de susceptibilidad incubando una cantidad conocida de bacterias
o levaduras con diluciones definidas del agente antimicrobiano; es usado en los diagndsticos de laboratorios
para confirmar resistencias inusuales, ademas de que brinda una respuesta definitiva cuando un resultado no
puede ser obtenido por otros métodos de prueba, o cuando los métodos de difusion en disco no son

apropiados (Andrews, 2001).

Con anterioridad se habia comparado la actividad biolégica de distintos extractos etandlicos de
propdleos donde se encontraron valores de Concentraciones Minimas Inhibitorias que van entre 0.2 a 12
mg/mL (Sawaya, 2002; Quintero Mora, et. al. 2008; Londofio Orozco, et. al. 2007). Ademas en el Laboratorio 6
de microbiologia de la UIM de la F.E.S. Cuautitlan en un trabajo previé se probaron discos impregnados con

concentraciones de 2 y 4 mg de propdleo por disco mediante pruebas de dilucién en agar y microdilucion.

Para el caso de el propdleo de la F.E.S. Cuautitian los valores promedio de CMI fueron obtenidos
mediante la suma del valor de CMI correspondiente a cada una de las cepas y divididos entre el nimero total
de cepas. Los valores que se tomaron en cuenta para la realizacion del andlisis de resultados fueron el
porcentaje de inhibicion de todos los extractos y para el caso del propéleo de la F.E.S. Cuautitlan, la obtencion

del valor de la CMI promedio que se encontrd en 0.5 mg/mL.

El extracto etandlico de propdleos de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitidn ya habia sido
probado en otros trabajos frente a cepas clinicas, (Quintero Mora, et. al. 2008); estas referencias sefialan que
los valores de las Concentraciones Minimas Inhibitorias se encuentran entre 0.8mg/mL a 2.0 mg/mL, al realizar
la primer prueba para conocer dicho valor con una cepa de referencia, en este trabajo, se obtuvo una
Concentracion Minima Inhibitoria de 0.5mg/mL, este valor fue el esperado ya que se encontré dentro de los
valores referidos, por lo que se decidi6 trabajar con concentraciones que estarian entre los 0.0612 mg/mL

hasta los 2.0 mg/mL.
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Los resultados mostraron que la CMI promedio obtenida fue la esperada, ademas de corresponder al
valor obtenido en el ensayo para conocer el valor de la CMI de la cepa de referencia. Estos datos se graficaron,
de igual forma el numero de cepas desarrolladas a las distintas concentraciones para poder obtener el

porcentaje de inhibicion en el medio.

En las gréficas se compara el porcentaje de inhibicion de los extractos etandlicos comerciales con el
extracto etandlico de la F.E.S. Cuautitlan ya que éste parametro si pudo ser comparado con la concentracion
de 2.0 mg/mL. No se obtuvo un valor de C.M.I. para los extractos etandlicos de propdleos comerciales debido a
que no habria sido posible obtener dicho valor ya que la eficacia de los extractos etandlicos comerciales 2 y 4
era menor, en dichos casos solamente se habria podido encontrar un valor de reduccion en el desarrollo, lo

cual no era un objetivo para este trabajo.

Los E.E.P. comerciales refieren el 20% de concentracion en el marbete pero los resultados no
reflejaron que dicha informacion fuera real, lo cual nuevamente nos lleva a sugerir que es necesario tener un
mayor control de calidad en cuanto a la venta de este tipo de productos, ya que no existe una regularizacion en

procesos para estos ultimos.

Los porcentajes de inhibicidn se relacionan con la actividad bioldgica que presenta cada extracto, por
lo que el que el extracto etandlico de la F.E.S.C. presentd la mayor actividad con el 100% de inhibicion, éste
extracto fue el unico capaz de inhibir el desarrollo de las 32 cepas de Candida spp., a la mayor concentracion
4.0 mg/mL, el 78% de cepas fueron inhibidas con el E.E.P.C. 3, el 63% de inhibicién se obtuvo con el E.E.P.C.
1 mientras que el E.E.P. C 2 y 4 obtuvieron un porcentaje nulo de inhibicién , por lo que no se observd
actividad bioldgica por lo menos con las concentraciones probadas lo cual sugiere una mayor actividad con

respecto a los extractos comerciales.

Se realizo un andlisis de varianza para comprobar que existe una diferencia de la actividad entre los
propoleos, como muestra la grafica, se asignaron valores de 0 y 1 para poder realizar un analisis estadistico
por el Analisis de Varianza ANOVA de 2 vias, los resultados mostraron que existe una diferencia significativa

de la actividad entre los distintos propdleos, como se muestra en las gréficas, los resultados sugieren que la

actividad del E.E.P. de la F.E.S. Cuautitidn es mayor respecto a los E.E.P. Comerciales.
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El utilizar una cepa de referencia de Candida albicans ATCC 10231, sirvi6 como control de calidad, lo
mismo ocurrié al montar controles negativos, esto nos aseguro un buen respaldo en cuanto a calidad del medio
y cuidados en cuanto a contaminacién en la inoculacion de las cepas, los controles que contenia la maxima
cantidad de etanol como vehiculo para el extracto de propéleo en los medios, demostraron que no existié
ningun tipo de interaccion que pudiera impedir el desarrollo de las cepas, es por esto, que el implementar el
uso de controles negativos en las técnicas nos ofrece una garantia de seguridad y confiabilidad en los

resultados.

Los propdleos comerciales pueden ser encontrados en tiendas naturistas de la Republica Mexicana.
En este estudio se comprobd que la actividad que poseia el E.E.P. de la FES Cuautitlan era mayor que el de

los E.E.P. Comerciales debido a que con menores CMI un menor nimero de cepas se habian desarrollado.

Las levaduras del genero Candida spp, tienen mucho interés clinico, en cuanto a como afectan a la
poblacion infantil,(Esteves Jaramillo, 2009; Giusiano, 2000; Reyes Romero,2003, Reséndiz Sanchez, 2004;
Carrillo Mufioz, 2001; Rodriguez Cruz, 2005; Da Silva, 2007; Zia, 2007; Whyte, 1982; Wanjari 2008; Tiraboschi,
2007; Reyna Figueroa, 2007); a poblacién hospitalizada (Shivaprakasha Sharma, 2007; Manzano Gayosso,
2008;); a mujeres embarazadas, (Braun, 2006); y como siguen encontrandose afecciones por infecciones

localizadas como: onicomicosis (Veer, 2007) y candidiasis bucal (Lazarde, 2003) entre otras.

Diversos trabajos, evaltan distintos métodos para mejorar la obtencién de las cepas que son aisladas
de muestras clinicas, (Ballesté 2007; Rubio, 2008; Godoy, 2001; Quindos, 2001). No debemos perder de vista
que las infecciones causadas por esta entidad contindan causando estragos en la poblacion infantil (Zia, 2007;
Salcedo, 2002, Reyna Figueroa, 2008; Rodriguez Cruz, 2005; Wanjari, 2008; Albisu Yon, 2006) por lo que es
necesario encontrar un tratamiento eficaz mediante la evaluacion de la actividad de distintos antifingicos
(Fernandez, 1998; Pfaller, 1998, 2002 y 2003; Swinne, 2005; Gonzalez, 2008; Murillo, 2007; Martinez, 1998;
Sugizaki, 1998; Gutiérrez, 2007; Mujica, 2004; Vaishnavi, 2008; Zia, 2007; Ga Won, 2007).

Para este estudio no fue necesario realizar una investigacién en cuanto a historiales clinicos o
estadistica clinica ya que esos puntos no estaban contemplados dentro de los objetivos, sin embargo fue
posible observar que 9 cepas que representa el 28% pertenecieron a la especie albicans, el mismo porcentaje

lo ocupo la especie parapsilosis, s6lo una cepa pertenece a la especie glabrata por lo que constituye al 3%,

mientras que el 41% restante no tienen especificacion (Grafico 4).
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El 66% del total de las muestras provenian de orina, el 9% de muestras pertenecian a exudados
cérvico vaginales, el 6% correspondia a muestras de punta de catéter y para las muestras de exudado

Faringeo, Hemocultivo, muestra cutanea, rectal y coprocultivo, cada una estuvo representada por el 3%.

Las mayoria de las cepas provenian de muestras de orina; para Candida albicans y Candida
parapsilosis, representaron el 67%, (Graficos 6y 7); en el caso de Candida spp. constituyeron el 61%,(Grafico
8), para Candida glabrata solo se reporto una cepa; de las 7 cepas que reportaron mas resistencia al crecer
con mayores concentraciones de los extractos que constituyen a las cepas 5, 6, 13, 17, 21, 30 y 31 se reporto
el 72% .Con respecto a estas cepas el 28.5% pertenecen a la especie albicans'y spp. respectivamente; el 43%
pertenece a la especie parapsilosis., y. de estas Ultimas en particular provenian de muestras de recién nacidos

que se infectaron durante un brote en la UCIN del INPerlER en 2004.

La cepa ATCC. se desarrollo con las concentraciones mas bajas del E.E.P. de la F.E.S. Cuautitian en
el medio: 0.0612 mg/mL y 0.125 mg/mL por lo que su C.M.I. se reporta en 0.25 mg/mL a las 48 horas. Con
respecto a los E.E.P. Comerciales mostré desarrollo con el E.E.P.C 2 y 4 con ambas concentraciones en
cambio no se desarrollo con los E.E.P. C 1 y 3 con ambas concentraciones, lo que nuevamente sugiere una
mayor actividad con los E.E.P. C 1y 3y el E.E:P. . de la F.E.S.Cuautitlan.

Para que el Propdleo pueda ser aceptado como tratamiento alternativo, se necesita una
estandarizacion quimica que garantice su calidad, seguridad y eficacia. Si quisiera realizarse la
estandarizacion, partiriamos de los principios activos que son conocidas y aceptados, estos tienen que ser
cuantificados usando un método analitico apropiado, sobre este punto, existen muchos trabajos que se
encargan de la caracterizacion quimica del propdleo (Drapak, 2005; Ackerman, 1991; Popova, 2005 y 2009;
Uzel Atag, 2005; Lessio, 2009; Marcucci, 2009; Daughsch, 2007; Kumazawa, 2008; Zhou, 2008; Silici, 2009;
Cushnie, 2005). Si los compuestos activos no son conocidos o aun estan en discusion, el extracto total se
tratara como Principio Activo, y en ese caso los componentes marcados deben ser usados para control de
calidad (Pefa 2008).

Debe de investigarse con mas profundidad la actividad alergénica de estos extractos, debido a que

existen personas susceptibles al polen contenido en los extractos y a ciertos constituyentes de la mezcla que el

propoleo representa, por lo que no podria ser utilizado en poblacion abierta. (Burdock 1998).
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CONCLUSIONES

Se evaldo la actividad antifungica in vitro del extracto etandlico de Propdleo obtenido en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan frente a 32 cepas aisladas de muestras de pacientes
atendidos en el Instituto Nacional de Perinatologia Isidro Espinosa de los Reyes; por lo que el
objetivo de este trabajo experimental se cumplid.

Con el E.E.P. de la F.E.S. Cuautitlan, se obtuvo una Concentracién Minima Inhibitoria que oscilé
entre 0.125 a 1.5 mg/mL, presentando una inhibicién de crecimiento del 100% de las cepas a una
concentracion de 1.5 mg/mL.

Entre los extractos comerciales la mayor actividad bioldgica a la concentracion de 2.0 mg/mL la
presentd el E.E.P.1 con inhibicién del 47% de las cepas, seguida del E.E.P.C. 3 con el 22% de
inhibicion. A la concentracion de 4.0 mg/mL, la mayor inhibicién la present6 el E.E.P.C.3 con el
78% de cepas inhibidas seguido del E.E.P.C.1 con el 63% de inhibicion, mientras que los extractos
comerciales 2 y 4 no mostraron ninguna actividad frente a las cepas con ambas concentraciones
probadas.

La hipétesis alterna se aceptd ya que se demostrd con el andlisis de varianza que existe un
comparativo de la actividad entre los distintos Extractos Etanélicos de Propdleos probados

Los resultados de porcentajes de inhibicion sugieren que la actividad bioldgica del Extracto
Etandlico de Propdleo de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan podria ser mayor con
respecto a los 4 E.E.P Comerciales.

Este estudio ofrece resultados que apoyan a futuras investigaciones encaminadas a desarrollar y
proponer al E.E.P. de la F.E.S. Cuautitian como un tratamiento alternativo.

Es necesaria crear una cultura de investigacion para prop6leos en cada pais y region, de esta
forma, bajo estandares de calidad se beneficiaria a un gran sector de la sociedad ya que tendria
acceso a un probable tratamiento natural econdmico y eficaz.

México como pais en via de desarrollo que cuenta con una gran diversidad en recursos naturales
debe contar con trabajos que ayuden y respalden la creacion de una conciencia de investigacion
para desarrollar nuevas tecnologias que ayuden al avance cientifico y tecnoldgico.
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