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1 RESUMEN

La mastitis, es una enfermedad multifactorial que afecta de manera muy importante la economia
mundial de los hatos lecheros. Esta enfermedad se da por varias causas, una de ellas es la
infeccidn por microorganismos, principalmente bacterias. Dentro de las tantas clasificaciones en
donde se agrupa esta enfermedad, encontramos que la mastitis causada por el microorganismo
Staphylococcus aureus se encuentra en el grupo de las mastitis infecciosas, y provoca mastitis
subclinicas, lo que la hacen aun mas peligrosa para los hatos, ya que la pérdida econémica por
estas mastitis es muy alta. Los tratamientos convencionales para esta enfermedad, no dan buenos

resultados, por lo que debemos pensar en tratamientos alternativos naturales.

El uso del propdleo, que es un producto de la colmena, se ha tomado muy en serio actualmente,
ya que es una resina que tiene una gran variedad de propiedades, dentro de las mds importantes
se encuentran su actividad antimicrobiana, antifingica y antiviral. Estas propiedades estan dadas

por la mezcla de una gran variedad de compuestos, dentro de los cuales destacan los flavonoides.

En este trabajo se evallo el efecto antimicrobiano de cinco propéleos, cuatro de ellos comerciales,
y uno perteneciente al apiario de la FESC, en contra de diez cepas de Staphylococcus aureus,
aisladas de casos de mastitis bovina. Se utilizé la técnica de punteo para sembrar a las bacterias,

en cajas de Petri, con 6 ml de medio (Mueller-Hinton) cada una.

Las concentraciones utilizadas van desde 0.125 mg/ml hasta 3 mg/ml para cada propdleo
evaluado. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los cinco propdleos, varian notablemente;
se encontré una CMI de 0.5 mg/ml para el propdleo de la FESC, mientras que los demdas van desde
1 mg/ml hasta >3 mg/ml. La cepa nimero 3 fue la mas resistente en los propdleos 2 y 3, ya que
logrd crecer hasta nuestra concentracién mas alta (3 mg/ml). En los propdleos 4 y 5 no se obtuvo

ningun efecto de inhibicién.

Podemos concluir que no todos los propdleos comercializados, tienen actividad bactericida contra
esta bacteria, y muy probablemente tampoco contra otras. La calidad de los propdleos

comerciales no es constante, y es necesario buscar un estandar de calidad para el mismo.

11



2 INTRODUCCION

2.1 Mastitis
A pesar de las nuevas generaciones de antibiéticos, la mastitis bovina sigue siendo uno de

los principales problemas en las explotaciones dedicadas a la industria de la leche.

La mastitis es considerada la enfermedad infecciosa mas costosa de las vacas lecheras,
debido a que induce a una disminucién en la produccién del 4 al 30% de leche y baja su
calidad, ademas de incrementar los costos del cuidado de la salud del hato y un desecho

prematuro de animales genéticamente mejorados.*>3!

La mastitis, es la inflamacién del parénquima de la glandula mamaria,
independientemente de su causa. Este proceso se caracteriza por varios cambios fisicos y
quimicos en la leche, y por alteraciones patoldgicas en el tejido glandular. Los cambios
mas importantes que se producen en la leche incluyen la modificacién del color, presencia
de codgulos y un gran numero de leucocitos. Estas manifestaciones pueden pasar
inadvertidas, o pueden presentarse de manera muy severa, ademas, se pueden presentar
de manera subclinica, o pueden llegar hasta la toxemia o gangrena; todo depende de la

severidad con la que reaccione la gldndula mamaria a la fuente de irritacion. ***

Fig. 1 Ubre con mastitis. se puede observar la gran inflamacién de la misma. Tomada de:
http://agroproduccionesonline.blogspot.com/ Dic. 2011

12


http://agroproduccionesonline.blogspot.com/

Hay diversas causas que provocan la inflamacién de la glandula, las principales causas son
las de origen bacteriano (la mayoria de estas infecciones, se deben a Streptococcus
agalactiae, otros estreptococos y S. aureus.) ®’. Menos frecuente se presenta por hongos
filamentosos y levaduriformes, ademads de traumatismos, lesiones e irritaciones de origen
guimico. La puerta de entrada de la mayoria de las infecciones estd en el orificio del pezén
y en el canal.>’

Dependiendo de esto, la mastitis se puede dividir en: mastitis aguda y mastitis crénica,

ademas de otras clasificaciones, por ejemplo: mastitis contagiosas y mastitis ambientales.

2.2 Mastitis aguda

Generalmente es el resultado de una infeccion reciente, o bien puede ser una reactivacién
de una mastitis crénica. Puede ocurrir en cualquier momento, pero es mas frecuente
después del parto; esto se debe a la entrada de alguna bacteria y al dafio que provoca en
el pezén o la misma ubre; también puede ocurrir una inoculacion a la gldndula, mientras
se lleva a cabo una terapia intramamaria o alguna cirugia del pezdn, e incluso de

infecciones sistémicas, aunque esto Ultimo es muy raro.>®

Los signos que se presentan son:

v enrojecimiento v/ anorexia
v hinchazén v disminucién de la funcion ruminal
v endurecimiento y aumento de la v debilidad

sensibilidad del cuarto afectado v' depresion

v' aumento de la temperatura rectal

El aspecto de la leche se ve severamente alterado, puede apreciarse una secrecién

purulenta, serosa o sanguinolenta. La produccidn se disminuye drasticamente.’
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2.3 Mastitis Crénica

No hay una divisién clara entre la mastitis aguda y la crénica; algunos agravantes agudos
pueden ocurrir en los casos crénicos, y las mastitis agudas pueden persistir lo suficiente
como para llegar a convertirse en croénicas. Las mastitis cronicas a menudo estan
acompafadas de endurecimientos de la regién de la cisterna de la glandula. La
caracteristica mds comun es la aparicién intermitente o continua de chorros acuosos,

codagulos, redecillas de fibrina en los primeros chorros de leche.>®

Otra forma para clasificar a las mastitis es dependiendo del agente etiolégico, de esta
manera, encontramos a la mastitis contagiosa, que se transmite de un cuarto infectado a
otro; y a la mastitis ambiental, que generalmente estdn presentes en el entorno del
animal y alcanzan el pezdén desde él. A continuacion nos enfocaremos a una de las mastitis

gue mas causa problemas en los hatos de todo el mundo, la mastitis estafilocécica.

2.4 Mastitis estafilococica

Es la inflamacidn de la glandula mamaria ocasionada por S. aureus.

El S. aureus es una bacteria patdégena que pertenece a la familia Micrococacceae. Al
realizar la tincion de Gram, se observan cocos morados (Gram positivos) que se agrupan
en forma de racimo de uva; es de metabolismo aerobio y anaerobio facultativo, no
presenta movilidad, ni esporas, produce catalasa y en la prueba de coagulasa, se observa
la formacidn de un coagulo de fibrina en el fondo del tubo, ademas, crece rapidamente en
agar sangre. Sus colonias miden de 1 a 3 mm y se observan de color grisdceo o dorado,
ademas produce beta hemdlisis. Tiene metabolismo fermentativo. Puede crecer en

medios salinos y produce fermentacién lactica.'**

14



Fig.2. Staphylococcus aureus observado con Tincién de Gram. (Cortesia del laboratorio 6 de Microbiologia de
la Unidad de Investigacién Multidisciplinaria, Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan-Universidad

Nacional Autonoma de México. Septiembre 2011).

Esta bacteria posee tres grupos de factores de virulencia, los cuales son:

e Componentes de superficie. Su capsula, la capa externa, y la capa interna poseen
propiedades antifagociticas.

e Exotoxinas. Dentro de este grupo podemos encontrar hemolisinas como la alfa,
beta, delta y épsilon. Ademads también producen leucotoxinas. Su funcién principal
es degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos en nutrientes para la
bacteria.

e Enzimas extracelulares. Tal es el ejemplo de la coagulasa, hialuronidasa, nucleasas,
fibrinolisina, lipasas, estearasas y lisozima.

La coagulasa es una prueba especial para separar a los diferentes Staphylococcus,
dividiéndolos en dos grandes grupos: coagulasa positivos y coagulasa negativos,

esto en funcién de su capacidad de coagular el plasma. Los coagulasa positivos

15



normalmente se consideran patégenos cuando se aislan de una lesién (S. aureus),

mientras que los coagulasa negativos son considerados no patégenos.'* > *

Los factores de virulencia asociados con la pared celular incluyen los receptores de
superficie con propiedades enlazantes para inmunolglobulinas, fibrindgenos, fibronectina,
colageno y otras proteinas externas. Las proteinas extracelulares secretadas por esta
bacteria comprenden, entre otras, la variedad de enterotoxinas estafilocdccicas conocidas
como enterotoxinas estafilocdccicas (SE) de la A la Q; las toxinas exfoliativas A (ETA) y B
(ETB); una toxina del sindrome de choque téxico (TSST-1) y una exotoxina similar nueva en
el grupo (SET 1-11). Estos factores de virulencia facilitan la diseminacidn horizontal de las

poblaciones de S. aureus.*

La mastitis causada por S. aureus es una mastitis contagiosa. Su prevalencia varia del 7 al
40%, y en algunos rebafios, puede ser superior. Es la especie identificada mas comun en
las mastitis subclinicas; sin embargo en muchos casos, el nivel de infeccién en el hato
puede estar muy elevado, lo que provoca mastitis clinicas. Las infecciones intramamarias
por este agente, ocurren raramente antes del parto, pero aumentan durante la primera
semana del puerperio. >*°

Esta bacteria puede presentar un riesgo en el consumidor, debido a la capacidad del
microorganismo de producir enterotoxinas, y la toxina del sindrome del shock tdxico
(TSST-1), que causa una intoxicacidén alimentaria grave. Sin embargo, la leche de vacas con
mastitis no constituye un riesgo importante en la intoxicacién alimentaria por la

enterotoxina de S. aureus. > *

2.4.1 Patogenia

La infeccion en el comienzo de la lactacién puede causar una forma sobreaguda de

mastitis, con gangrena de la ubre. Durante las ultimas fases de la lactacidon o durante el
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periodo seco, las nuevas infecciones no suelen acompafiarse de una reaccidn sistémica,
. L. 5,9,33

sino que provocan una forma aguda o crénica.

En la forma gangrenosa, la muerte del tejido se precipita por la trombosis de las venas,
causando edema local y congestidn de la ubre. Los estafilococos son las Unicas bacterias

gue producen normalmente esta reaccién en la ubre de la vaca; la toxemia resultante se

debe a las toxinas bacterianas y a la destruccion tisular.”

e

Fig.3 Pezdn con mastitis gangrenosa. Tomada de: htt://handresen.peruIactea.com/2008/08/05/capitulo-3-
mastitis-addendum/. Enero 2012.

Puede haber invasién secundaria por E. coli y algunas especies de Clostridium, que ademas

de agravar las lesiones, producen gas.”

En la mastitis aguda y crdnica, la patogenia es la misma, lo que las distingue es el grado de

compromiso del tejido mamario. En las dos formas, cada foco comienza con una fase

aguda, que se caracteriza por la proliferacién de las bacterias en los conductos
, 5,6

galactoéforos y, en menor grado, los alveolos.

Cuando la mastitis es aguda, los conductos pequeiios se bloquean rapidamente por

coagulos de fibrina, causando un compromiso mas grave del area obstruida.
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En la forma crénica, son menos los focos de inflamacidn y la reaccién es mas leve; esta
inflacion esta limitada al epitelio de los conductos. Estos signos no son muy evidentes, y a
los pocos dias se sustituyen con la proliferaciéon de tejido conjuntivo alrededor de los
conductos, lo que provoca obstruccidn y atrofia del drea drenada. *°

Una caracteristica de la mastitis estafilocdcica crénica importante para el diagndstico, es la
eliminacion ciclica de las bacterias del cuarto afectado. También se observa el aumento y
disminucion de células polimorfonucleares en la leche y su capacidad para fagocitar

bacterias. >*> 3

2.4.2 Signos clinicos

La Mastitis estafilocdcica crdnica es la mas comun, también es conocida como mastitis
subclinica, y las pérdidas mas importantes estan causadas por esta forma. EI 50% del hato
puede estar afectado, y solo algunos pocos animales presentan anomalias que el

ordefiador puede reconocer. >>>*

Se puede presentar la aparicion de codgulos en la leche o aspecto acuoso en los primeros
chorros. El recuento celular aumenta, pero la enfermedad puede pasar desapercibida
hasta que se pierde gran parte de la funcionalidad de la glandula. La infeccidon puede

perdurar y progresar en varios meses.>®

Las mastitis agudas y fulminantes son muy poco frecuentes, pero pueden ocurrir. En la
primera se produce hinchazén intensa de la glandula y la leche es purulenta o contiene
muchos codgulos gruesos. Puede presentarse fibrosis extensa y una pérdida importante

de la funcién. Ocurre con mayor frecuencia al comienzo de la lactacién.*’

La mastitis fulminante se produce en los primeros dias posteriores al parto y es muy letal.

Se presenta una reaccidn sistémica intensa con un aumento en la temperatura a 41-42°, la

18



frecuencia cardiaca va de 100-120 Ipm, anorexia, depresion, ausencia de movimientos
ruminales, y debilidad muscular, esta ultima puede ser tanta, que el animal permanezca
en decubito. El inicio de estos signos es repentino. El cuarto afectado esta hinchado, duro

y es muy doloroso a la palpacién, esto puede provocar cojera en el lado afectado. °

2.4.3 Diagnostico
Se pueden utilizar varias técnicas para la confirmacion de esta enfermedad. A

continuacion se enlistan las mas comunes.* %3

e Cultivo de la leche de las vacas. Este es el mejor método para identificar a los
animales con infeccidn por Staphylococcus aureus.

e Cultivo de la leche del tanque de recoleccién. Se necesitan 0.3 ml de la leche del
tanque, y se requiere de un medio especial: Baird-Parker.

e ELISA. El método directo de ELISA mide el aumento de los antigenos granulociticos
polimorfonucleares, proporciona también una estimacidén precisa de recuentos
celulares en leche tan bajos como de 100 000/ml.

e Recuento de células somaticas. Un recuento de mdas de 500 000 células/ml de
leche se considera indicativo de inflamaciéon. La prueba de California puede
utilizarse para identificar los cuartos de los que se deben obtener muestras de

leche para su cultivo.

La prueba de California para mastitis (CMT), es una prueba bioldgica que nos da una
indicacion si el recuento de células somaticas es elevado o bajo, por lo que todo resultado
por encima de una reaccién vestigial se considera sospechoso. Es la mas utilizada en

campo para el diagndstico de la mastitis.’
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Pasos a seguir para la realizacién de la Prueba de California para Mastitis:

1. Se desecha la leche del pre ordefio.

2. Se ordefian uno o dos chorros de leche de cada cuarto en cada una de las placas de la
paleta.

3. Se inclina la paleta de modo que se desecha la mayor parte de esta leche.

4. Se anade a la leche un volumen igual de reactivo.

5. Se mezcla el reactivo y se examina en cuanto a la presencia de una reacciéon que va
desde trazas, hasta la gelificacion. Antes de continuar con la vaca siguiente se debe

enjuagar la placa.

Los resultados pueden ser interpretados en cinco clases: desde el resultado negativo en el
gue la leche y el reactivo siguen siendo acuosos, hasta el recuento de células mas elevado
en el que la mezcla de la leche y el reactivo casi se solidifica. Esto se determina en relacion

a la reaccién de gelificacién.”*

Escala de Rango relativo de células
CMT somaticas cs/ml Criterio
NEGATIVO < 200,000 La leche aulin se observa acuosa
Se forma un precipitado en el fondo del pozo, pero
TRAZAS 150, 000 - 500, 000 desaparece pronto.

1 400, 000 - 1, 500 000 Hay mayor precipitado, pero no se forma gel.

2 800, 000 - 5, 000 000 El precipitado se vuelve denso y se queda en el centro.

3 >5, 000 000 Se forma un gel denso que se pega en la paleta.

Tabla 1. Rango de células dependiendo de la escala de la prueba de mastitis. (Bedolla 2007).

La prueba consiste en el agregado de un detergente a la leche, el alquilauril sulfonato de
sodio, causando la liberacidn del ADN de los leucocitos presentes en la ubre y este se

convierte en combinacién con agentes proteicos de la leche en una gelatina.’
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A mayor presencia de células se libera una mayor concentracion de ADN, por lo tanto
mayor serd la formacidn de la gelatina, traduciéndose en nuestra lectura e interpretaciéon
del resultado como el grado mas elevado de inflamacién.’

Es decir, permite determinar la respuesta inflamatoria con base en la viscosidad del gel
que se forma al mezclar el reactivo (purpura de bromocresol mas el alquilauril sulfonato
de sodio) con la misma cantidad de leche en una paleta con cuatro pozos independientes

permitiendo evaluar cada cuarto independientemente.’

A N
Fig. 4 Prueba de California. En esta paleta para la prueba de California, se observa en el pozo superior
izquierdo la viscosidad de la leche mas marcada que en el pozo inferior, lo que corresponderia a una mastitis
subclinica grado 2. Los pozos de la derecha permanecen acuosos y sin cambio, por lo que no hay mastitis.
(Pérez, 2010.)

Sin embargo, esta prueba es subjetiva y tiene que hacerse al lado de la vaca durante el

ordefo (lo que interfiere con el manejo del ordeio).
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La Prueba de California es un método de diagndstico que posee una sensibilidad del 97% y

una especificidad del 93%.”**

2.4.4 Tratamiento

El porcentaje de curacién de la mastitis por S. aureus con infusiones intramamarias, o la
administracion parenteral de antibidticos son muy poco satisfactorias, especialmente en
las vacas en lactacion. Las tasas de curacién después del tratamiento apenas supera el

50% y las infecciones frecuentemente persisten a lo largo de la vida de la vaca.'*'**

Se han usado muchos farmacos para su tratamiento, y como siempre ocurre en las
enfermedades multifactoriales, éstos cambian con el tiempo y deben revisarse

1 1528 v no se han creado métodos adecuados para la erradicacién de

periédicamente,
mastitis estafilocdcica en las vacas infectadas, ademas con la presencia de levaduras, el
tratamiento antibacteriano no funciona.™

Debido también, al abuso del uso de diferentes antibidticos, se deben empezar a buscar

alternativas médicas naturales para el control de esta enfermedad.

2. 5 Apiterapia

Dentro de la medicina alternativa, la apiterapia, es un area que esta llegando a su auge en
esta época. Se le reconoce como disciplina médica que emplea los productos derivados de
la colmena: miel, propdleo, polen, jalea real y apitoxina en el tratamiento y la prevencién

de enfermedades.
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2.5.1 Propdleo

El propéleo es una sustancia resinosa, gomosa, de consistencia viscosa y presenta
diferentes colores, desde verde pardo, rojo, castafio, e incluso casi negro, dependiendo de

su origen botanico. Su sabor es frecuentemente amargo. > # 2

Esta palabra proviene del
griego pro (antes) y polis (ciudad), esto se traduce como "defensas antes de la ciudad" o

"defensor de la ciudad". *

"Fig. 5 Propdleo en grefia. Tomado
de http://www.moonmentum.com/blog/pronostico/cocinando-con-los-dioses/el-mana-nos-brinda-leche-y-

miel/. Consultado en diciembre 2011.

Este producto es colectado por las abejas (Apis mellifera) de partes de plantas, capullos y

exudados. Las abejas lo utilizan con diversos fines: '*22*37.3%

Como sellador de sus colmenas para evitar la entrada del frio en el invierno, y de

calor en el verano, asi como la entrada de depredadores y visitas indeseadas.

e Para prevenir la descomposicion de criaturas que han sido muertas por ellas

mismas después de una invasién a la colmena.

e Paratapar grietas o quebraduras del lugar que alberga a la familia.

e Para fijar los panales verticales.
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Es por esta, y otras propiedades, que el propdleo ha comenzado a ser estudiado y
utilizado como alternativa para tratar enfermedades tanto de personas como de animales,

en las cuales, el agente etioldgico ha sido eliminado por este producto de la colmena.

Las abejas encargadas de la recoleccion del propdleos lo hacen durante las horas mas
calidas del dia, entre las diez de la mafiana y las tres de la tarde, aprovechan altas
temperaturas para facilitar la recoleccidn. La obtencién de esta resina tiende a ser muy
dura y friable en ausencia de calor, pero a temperaturas de mas de veinte grados, se

vuelve muy maleable; se funde alrededor de los sesenta y cinco grados.”

El proceso de recoleccion se da mediante un proceso de bioseleccion. Las antenas de las
abejas detectan la fuente vegetal, después desprenden la resina con sus mandibulas y la
secrecién de sus glandulas salivales, y maniobran con sus patas hasta colocarla en los

cestillos de sus extremidades posteriores. Las abejas encargadas de recolectar el

21,23

propodleos son llamadas pecoreadoras.

Fig. 6 Abeja (Apis mellifera) recolectando propdleo. Apicultura sin fronteras.
http://www.todomiel.net/notas/apiterapias/articulo_apiterapias.php?get_nota_id=1273&get_nota_titulo=Los-
Productos-de-la-COLMENA-en-la-APITERAPIA. Octubre 2009.
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En la composicidon general del propdleo encontramos: ceras, resinas, balsamos, aceites

aromaticos, polen y otras materias orgdnicas. La proporcién de estas sustancias varia y

depende del lugar y tiempo de la recoleccién. ** 23

Quimicamente esta compuesto por:

aminodcidos

acidos alifaticos y sus esteres

acidos aromaticos y sus esteres (benzoico, cindmico, cafeico, cumarico, ferulico);
alcoholes

* aldehidos

cetonas

hidrocarbonos, (no tienen acciones biolégicas importantes);

flavonas (pinostrobina, pinocembrina, naringenina, etc.); flavononas (tectocricina,

crisina, apigenina, etc.);

. . . . 1
terpenoides y otros compuestos como cimeno, limoneno, estireno.
La calidad del propdleo varia en cuanto a las sustancias antes mencionadas, dependiendo
de la zona geogréfica de recoleccion, condiciones climaticas, al estado de la colmena, y

también a la alimentacién de la misma.

Los componentes del propéleo como las flavonas, flavononas y terpenoides

principalmente, le proporcionan a este compuesto resinoso una actividad antimicrobiana
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y antifdngica natural, sin embargo no son las Unicas propiedades que tiene, a continuacion

se mencionan estas y otras propiedades de este compuesto:** > 3% 34

» Antimicrobiana
Los componentes fundamentales para esta propiedad son los &acidos oxibenzoico,
metoxibenzoico, cafeico y ferdlico, los sesquiterpenos y las flavonas. La actividad
antimicrobiana de los extractos de propdleo debe evaluarse estableciendo la CMI vy la
Concentracion Minima Bactericida (CMB), la relacion entre ambas concentraciones es
importante ya que, mientras mas cercana sea la relacion 1:1, mas util es el extracto para
propdsitos terapéuticos.
El mayor efecto antibacteriano se observa frente a gérmenes Gram positivos como el
Staphylococcus aureus, incluso en cepas Meticilino Resistentes (SAMR). También muestra
susceptibilidad el estreptococo beta hemolitico, que es responsable en muchas ocasiones
de amigdalitis pultdcea, impétigo y de erisipela, entre otras infecciones. 21
Muchas bacterias Gram negativas también son susceptibles, entre las que se encuentran
algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Proteus spp. vy
Corynebacterium pseudotuberculosis.

» Antimicotica
Se considera que los sequiterpenos, sobre todo el bisalbolol y las flavononas
(pinocembrina) son los principales compuestos responsables de esta actividad. La
actividad antimicdtica se ha observado en hongos filamentosos y levaduriformes. En un
estudio en el Estado de México, se encontrd que a una concentracién de 0.8 mg/ml de un
extracto etandlico de propdleo, se presentd una inhibicion del 94.4% de aislamientos de
Candida albicans.*

» Antiviral
Los componentes de naturaleza flavoniode, revelan una actividad antiviral bien definida.

En 1975 estudiaron el efecto inhibitorio de una solucién de propdleo de 10% frente a tres
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especies de virus de plantas, y se obtuvo como resultado que el virus de la necrosis del
tabaco fue el mas sensible.”*
En 1976, se demostré que una mezcla de propdleos ensayada a concentraciones de
menos del 1% disminuyd el titulo infectante del Virus del Herpes Simple in vitro.

» Antiparasitario
Esta actividad se ha probado exitosamente frente al protozoo Giardia lamblia. Su efecto
antigiardidsico se produjo en tan solo 24 hrs., en un aislamiento de laboratorio; ademas se
observé también la inhibicién del crecimiento, y la aparicién de un gran ndmero de
parasitos redondeados e inmoviles, signo de su muerte.”

» Antinflamatorio, cicatrizante y anestésico
Esta actividad se relaciona principalmente con los glucésidos que aparecen en el propdleo
en forma de agluconas libres. Se considera que su mecanismo de accién se basa en la
intervenciéon de estos compuestos a nivel de mediadores de la inflamacién. Los
preparados a base de propdleo tienen la capacidad de acelerar la epitelizacion y la divisién
celular en la curacion de heridas; ademas de prevenir y detener el desarrollo de procesos
inflamatorios.
La accidon anestésica del propdleo resulta superior a la de anestésicos como la novocaina,
gracias a los elementos volatiles que contiene, tales como eugenol, isoeugenol y
metileuglenol.
Los estudios de Strehl et al. (1993) revelan que uno de los mecanismos de accién, puede
relacionarse con la inhibicién de la enzima hidrofolato reductasa, posiblemente mediante
el 4cido cafeico del propéleo. *®

» Antioxidante
Se le atribuye esta actividad a los flavonoides, los cuales constituyen un intermediario en
la oxidacién del acido ascérbico (vitamina C), para intervenir en la aceleracion de
reacciones bioquimicas en que participa este compuesto, y desempeiiar el papel de

coenzima.
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3 OBIJETIVOS

Analizar la actividad in vitro de diferentes propdleos contra cepas de Staphylococcus

aureus provenientes de mastitis bovina.

Evaluar la inhibicion del crecimiento bacteriano (Staphylococcus aureus) de cuatro
propdleos comerciales y un propdleo producido en la Facultad de Estudios Superiores

Cuautitlan.

4 HIPOTESIS

El propdleo tiene actividad inhibitoria del crecimiento de microorganismos, por lo tanto
debera inhibir el crecimiento de cepas de Staphylococcus aureus, que produce mastitis

bovina.
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5 DISENO EXPERIMENTAL

Identificacion de cepas ‘ Obtencion de
l propodleos
Staphylococcus / \

aureus Comerciales | Extracto etandlico de

propdleo de la
Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlan

(10 cepas)

Identificacion por pruebas
primarias:

e Tincién de Gram

e Catalasa

e Pruebade O/F

e Acido de la glucosa

Prueba especial: Coagulasa

1

Prueba de sensibilidad:

S

y 3

Dilucién en agar

Obtencidn de resultados \ = || Andlisis estadistico
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6 MATERIAL Y METODOS.
6.1 Propdleos

El propdleo 1 fue recolectado del apiario de la Facultad de Estudios Supriores Cuautitlan,
Campo 4, localizada en el municipio de Cuautitlan lzcalli, estado de México, el cual se
encuentra en la parte noroeste de la cuenca de México. Sus coordenadas geograficas

son: 192 40’ 50” de latitud nortey 992 12’ 25” de latitud oeste, a 2683 msnm.

Los otros cuatro propdleos fueron recolectados al azar de distintas farmacias naturistas,

gue venden este y otros productos de la colmena.

6.2 Preparacién del extracto de propdleo proveniente de la FESC, identificado como

numero 1.
Este propdleo fue procesado en el laboratorio de Quimica Organica de Campo | (FESC).

Se limpid de restos de abejas y maderas, ya que provenia de las rejillas del apiario; luego
se peso el propdleo en grefia; posteriormente, se le agregaron 200 ml de etanol al 70%, de
manera que quedara bien cubierto por éste. Se mantuvo en un envase color dmbar y en
un lugar fresco, debido a que este producto, es muy sensible a los rayos del sol, asi como

a las altas temperaturas.

Fue necesario homogeneizar diario por un minuto hasta remover lo que se asentaba en el
fondo del envase. Permanecié en estas condiciones por diez dias, y se llevé al laboratorio
de Quimica Organica de Campo |, para que por medio del rotavapor, se pudiera lograr una

extraccién del etanol, dando como resultado un extracto etanélico de propdleo.
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6.3 Microorganismos

Para el presente trabajo se utilizaron diez cepas de Staphylococcus aureus aisladas de
casos de mastitis bovina, proporcionadas por el laboratorio 6 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

(FESC) Campo 4.

Para corroborar que fueran las bacterias correspondientes, se sometieron a pruebas de
identificacion primaria; y a la prueba especial de Coagulasa. De esta manera se pudo

afirmar que se trabajé con 10 cepas de Staphylococcus aureus.

Cepa|T. Gram | Morfologia | Agrupacion Catalasa | Acido de la glucosa | Coagulasa
1 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
2 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
3 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
4 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
5 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
6 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
7 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
8 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
9 + Cocos racimo de uva + + color rosa +
10 + Cocos racimo de uva + + color rosa +

Tabla 2. Resultados de las pruebas de identificacidon primaria para las cepas de S. aureus y de la prueba de

coagulasa. (Pérez, 2011)

6.4 Prueba cuantitativa de sensibilidad (Prueba de dilucién en agar)

Las bacterias fueron sembradas en agar Mueller Hinton (DIBICO), a una temperatura de

35° C, durante 24 hrs. antes de correr la prueba.

Los propdleos fueron utilizados directamente en el agar (mediante la elaboracién de un

stock para cada propdleo), a concentraciones de 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0
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mg/ml respectivamente. Se prepararon 80 placas chicas de Petri, con 6 ml de agar cada

una.

Para el stock, se pesaron 150 mg de extracto en un tubo Eppendorf (para cada propdleo)
y se diluyeron en 800 pl de etanol al 70%. Una vez listos, se tomaron los pl necesarios de

medio y se sustituyeron por la misma cantidad del stock de cada propdleo.

Se estandarizd el indculo de bacterias a 0.5 del Nefelometro de Macfarland (en el
espectrofotémetro se igualo a la densidad dptica de 0.08 a 0.1 a 625 nm.). Se sembraron
en el todas las placas de Petri, por medio de la técnica de punteo, realizado con una micro

pipeta, tomando 5 uL para los tres puntos de cada cepa (10 cepas).

Fig. 7 Técnica de punteo (Pérez 2011).
/:\ /6\

2 [
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Fig. 8 En este diagrama se muestra el orden en que se sembraron las diez cepas.

Se incubaron en estufa a 35 °C, y la lectura se realizé a las 24 y 48 hrs. respectivamente.

Fue determinada la Concentracion Minima Inhibitoria de cada extracto.

Los resultados fueron analizados mediante la prueba de comparacién multiple de Tuckey’s
con ANOVA mediante el uso del programa GraphPad PrismVersion 4.
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7. RESULTADOS

El crecimiento observado se registré a las 24 y 48 hrs. de incubaciéon. No hubo diferencia

en los resultados de las lecturas hechas a las 24 hrs. y a las 48 hrs.

PROPOLEO 1 (FESC)

CONCENTRACION CEPAS

me/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10|coNTROL
p 0.125 ) () ) ) ) ) )+ () (+)
R 0.25 (0 T G I ) I B © TR B © I O B O B (+)
o 0.5 GG 66666666 (+)
p. 1 GG 66666666 (+)
F 15 O I C I O R T © R O B O R O B © B O (+)
E 2 O I C I O R B © R O B O R O B © B O (+)
S 2.5 O I C I O R B © R O B © R O B © B O (+)
C 3 G666 60 660 6 6 6 (+)

Tabla 3.Resultados de la prueba de dilucién en agar del propéleo 1(FESC). El signo (+) se refiere a que hubo

crecimiento de las colonias en el agar, y el (-) se refiere a que no hubo crecimiento.

La cepa 7 fue inhibida desde 0.125 mg/ml, que fue la concentracidon mas baja probada.

Las cepas 4, 5, 6, 8, 9 y 10 fueron inhibidas en 0.25 mg/ml, considerandose ésta su CMI;

mientras que las cepas 1, 2, y 3 presentaron una CMI de 0.5 mg/ml.
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C. ON'T RGN
= g

68:125 mg/mi 0.25 mg/ml
8.5 mg/mi 1.0 mg/ml
1.5 mg/ml 2.0 mg/ml
2.5 mg/ml 3.0 mg/ml

Fig. 9 Prueba de dilucion en agar del propdleo 1 (FESC). Arriba se aprecia el crecimiento de las colonias en
el agar de control, (agar Mueller Hinton sin propdleo). En Al se observan de la cepa 1 a la 5; en A2 se
observan de la cepa 6 a la 10. Abajo se observan las ocho diluciones de este propdleo, en el cual observamos
el crecimiento bacteriano hasta la concentracién de 0.25 mg/ml.
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PROPOLEO 2

CONCENTRACION CEPAS

mg/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CONTROL

P 0.125 () (+) (+) () () () (+) () () () (+)
R 0.25 () (+) (+) () () () (+) () () () (+)
0 0.5 () (+) (+) () () () (+) () () () (+)

P. 1 (6 &6 6 60 6 60 6 6 (+)
2 15 (6 &6 6 60 6 60 6 6 (+)
2 (6 &6 6 60 6 60 6 6 (+)

2.5 (6 &6 6 60 6 60 6 6 (+)

3 (6 &6 6 60 6 60 6 6 (+)

Tabla 4. Resultados de la prueba de dilucion en agar para el propéleo 2.

Las cepas 1, 2, 4, 5,6, 7, 8,9y 10 fueron inhibidas a 1 mg/ml, la cual es considerada su

CMI.

La cepa 3 presenta una CMI mayor a > 3 mg/ml que fue la concentracion mas alta

evaluada.
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C. ON'T RGN
= g

0.125 mg/ml 0.25 g/ml
0.5 mg/ml 1.0 mg/ml
1.5 mg/ml 2.0 mg/ml
2.5 mg/ml 3.0 mg/ml

Fig. 10 Prueba de dilucion en agar del propdleo 2. Arriba se aprecia el crecimiento de las colonias en el agar
de control, (agar Mueller Hinton sin propdleo). En Al se observan de la cepa 1 a la 5; en A2 se observan de la
cepa 6 a la 10. Abajo se observan las ocho diluciones de este propdleo, en el cual observamos el crecimiento
bacteriano hasta la concentracién de 1 mg/ml.
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PROPOLEO 3

CONCENTRACION CEPAS
g/ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10| oo
p 0.125 ) ) ) #) #) ) ) () (+) (+)
R 0.25 () () () ) ) ) ) ) () (+) (+)
o 0.5 ) ) ) #) #) ) ) () (+) (+)
. 1 # & ) # # ) 66) (+)
3 1.5 (S0 T G N ) I € B ) B © I O B ) IR O B O (+)
2 S I B ) B B © I B B ) B © B (+)
2.5 [ I O I G I T © I © B © B € B O B O (+)
3 S I B ) B B © IR B B ) B © B (+)

Tabla 5. Resultados de la prueba de dilucién en agar para el propéleo 3.

Las cepas 9 y 10 fueron inhibidas la concentracién de 1.0 mg/ml, la cual es considerada su

CMI.

Las cepas 6 y 7 presentan una CMI de 1.5 mg/ml, ya que en esta concentracidén ya no se

observod crecimiento.

Las cepas 1, 2, 4 y 5 fueron inhibidas en 2 mg/ml, considerandose ésta su CMI.

Las cepas 3 y 8 no presentaron inhibicion en ninguna de las ocho concentraciones

evaluadas.
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0.25 mg/ml

0.125 mg/ml

1.0 mg/ml
0.5 mg/ml

2.0 mg/ml
1.5 mg/ml

3.0 mg/ml
2.5 mg/ml

Fig. 11 Prueba de dilucion en agar del propdleo 3. Arriba se aprecia el crecimiento de las colonias en el agar
de control, (agar Mueller Hinton sin propdleo). En Al se observan de la cepa 1 ala 5; en A2 se observan de la
cepa 6 a la 10. Abajo se observan las ocho diluciones de este propdleo; se observa el crecimiento de la cepa
3y 8 hasta la dilucion de 3 mg/ml.
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PROPOLEO4Y 5

CONCENTRACION CEPAS

meg/ml 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 CONTROL

p 0.125 (+) () () () (#) (1) (+) (+) (+) (+) (+)
R 0.25 (+) () () () (#) (1) (+) (+) (+) (+) (+)
o 0.5 (+) (+) () () () () () () () (+) (+)
P. 1 (+) () () () () () () () () () (+)
a 1.5 (+) () (#) (#) (8} () () (+) (#) (+) (+)
Y 2 (+) () () () () () () () () (+) (+)
5 2.5 (+) () () () () () (+) (#) () (+) (+)
3 (+) () () () () () (+) (#) () (+) (+)

Tabla 6. Resultados de la prueba de dilucidn en agar para el propdleo 4 y 5.

Se observa el crecimiento de las diez cepas en las ocho concentraciones evaluadas tanto

para el propdleo 4, como para el 5.
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C.ONT RIS

0.25 g/ml
0.125 mg/ml

1.0 mg/ml
0.5 mg/ml

2.0 mg/ml
1.5 mg/ml

3.0 mg/ml
2.5 mg/ml

Fig. 12 Prueba de dilucion en agar del propdleo 4. Arriba se aprecia el crecimiento de las colonias en el agar
de control, (agar Mueller Hinton sin propdleo). En Al se observan de la cepa 1 a la 5; en A2 se observan de la
cepa 6 a la 10. Abajo se observan las ocho diluciones de este propdleo; se observa el crecimiento de las diez
cepas en todas las concentraciones.

40



0.25mg/ml

0.125 mg/ml

1.0 mg/ml
0.5 mg/ml

2.0 mg/ml
1.5 mg/ml

3.0 mg/ml
2.5 mg/ml

Fig. 13 Prueba de dilucién en agar del propdleo 5. Se aprecia el efecto nulo en todas concentraciones del

propdleo namero 5.

El propdleo nimero 4 y 5, no mostraron efectos de inhibicién con ninguna de las cepas

probadas, en ninguna concentracion.

7.1 RESULTADOS ESTADISTICOS

Las pruebas estadisticas se realizaron con la prueba de comparacién multiple de Tuckey’s
con ANOVA mediante el uso del programa GraphPad PrismVersion 4.
Estadisticamente, se obtuvo wuna significancia p<0.0001 para siete de ocho

concentraciones.
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A continuacidén se observan las gréaficas estadisticas de cada concentracidn:

Concentracion 3.0 mg/ml

100-=
S 75+
o
—
E 50=
)
o
NN 25+
O' T T 1
1 4 5

propoleos

Grafica 1. Comparacion de los porcentajes de inhibicion en la concentracién 3 mg/ml de las cepas
de S. aureus por los propdleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001) de los propdleos 1(FESC), 2 y 3 comparados con los propdleos 4y 5.
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Concentracion 2.5 mg/mi
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propodleos

Grafica 2. Comparacion de los porcentajes de inhibicion en la concentracién 2.5 mg/ml de las cepas
de S. aureus por los propdleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001) de los propdleos 1(FESC), 2 y 3 comparados con los propéleos 4 y 5.
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Concentracion 2.0 mg/ml
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Grafica 3. Comparacion de los porcentajes de inhibicidn en la concentracion 2.0 mg/ml de las cepas
de S. aureus por los propdleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001) de los propdleos 1(FESC), 2 y 3 comparados con los propéleos 4 y 5.
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Concentracion 1.5 mg/ml
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Grafica 4. Comparacidn de los porcentajes de inhibicidn en la concentracion 1.5 mg/ml de las cepas
de S. aureus por los propoleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001) de los propdleos 1(FESC) y 2 comparados con los propdleos 3,4y 5.
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Grafica 5. Comparacion de los porcentajes de inhibicidn en la concentracion 1.0 mg/ml de las cepas
de S. aureus por los propdleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001) de los propdleos 1(FESC) y 2 comparados con los propdleos 3,4y 5.

46



Concenfracion 0.5 mg/ml
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Grafica 6. Comparacion de los porcentajes de inhibicidn en la concentraciéon 0.5 mg/ml de las cepas
de S. aureus por los propdleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente significativa
(P<0.0001) del propdleo 1(FESC) comparados con los propdleos 2, 3,4y 5.
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Grafica 7. Comparacion de los porcentajes de inhibicién en la concentracion 0.25 mg/ml de las
cepas de S. aureus por los propodleos 1(FESC), 2, 3, 4 y 5. Diferencia estadisticamente no
significativa.

La concentracion de 0.25 mg/ml, en el propdleo 1(FESC), fue el Unico que inhibid las
cepas 6 y 7, sin embargo, esto no es relevante debido a que solo fueron dos cepas de

diez. En los otros propdleos hay crecimiento del 100%.

No se presenta grafica de la concentracién de 0.125 mg/ml, ya que todas las cepas
crecieron a esta concentracidn, por lo que esta concentracidn no es significante para la

prueba estadistica.

48



7.2 Panorama general

Solo los propodleos de la FESC, el nimero 2 y el nimero 3, presentaron actividad

antimicrobiana contra las cepas probadas.

EFECTIVIDAD
PROPOLEOS %
1 FESC 75
2 62.5
3 50
4 0
5 0

Tabla 7. En esta tabla se muestra el grado de efectividad observada con todos los propéleos.
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Gréfica 8. En esta grafica se obsterva que el propdleo con mayor efectividad es el asignhado con el nimero 1,

correspondiente al propdleo de la FESC.

El porcentaje de inhibicidn toma en cuenta la inhibicién del crecimiento de las 10 cepas
probadas. Como se observa, el Unico propdleo que tiene el 100% es el numero 1.

Indicando con esto que el propdleo 4 y 5 tienen un 0% de inhibicién.
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8 DISCUSION.

En estudios realizados para desafiar distintos propdleos de Croacia, utilizaron cultivos de
S. aureus para pruebas in vitro, encontrando una CMI de entre 0,65 a 7.81 mg/ml,

dependiendo esto del contenido de flavonoides contenidos.?®

En otro estudio, evaluando propdleos in vitro, contra agentes productores de mastitis
bovina, tal como el S. aqureus, se reporta una CMI de 5 mg/ml. > En este trabajo, los
resultados obtenidos indican que el propdleo que mejor actividad presentdé fue el nUmero
1(FESC); se encontré una CMI de 0.5 mg/ml, variando 0.45 mg en comparacion con el
estudio mencionado anteriormente, esto seguramente se debié a la cantidad de
flavoniodes que posee cada propdleo, dependiendo también época del afio ademads de la
vegetacion de donde fueron recolectados.

En otro trabajo realizado en Ecuador, se encontré que la CMI para esta misma bacteria era

de 0.5 a 2%, 500 veces mas que la CMI encontrada en este estudio. **

Sin embargo, otro estudio realizado en Cuba demostré que la CMI del propdleo evaluado
estaba entre 0.05 mg/ml y 45 mg/ml, para S. aureus. Lo que difiere bastante con los

resultados obtenidos en este trabajo.*

Estudios realizados en Egipto, muestran los resultados de extractos etanolicos de Egipto y

Bulgaria, los cuales demuestran una CMI mayor a 100 mg/ml.*®

Desde 1963 se realizan estudios en contra de S. aureus demostrando que los extractos
evaluados presentaron una CMI de 1.5 a 3 mg/ml; estos resultados coinciden con las
concentraciones evaluadas en este trabajo, ya que la maxima concentracién evaluada fue
de 3 mg/ml, sin embargo, dependiendo de cada propdleo el crecimiento de las cepas es

variable.

Todos los estudios reportan CMI muy diferentes, lo que probablemente se debe a la

composicion de los diferentes propdleos que han sido utilizados; incluso en este trabajo,
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se observd una diferencia muy marcada entre los propdleos producidos comercialmente y
el propdleo procesado en la FESC. La actividad antimicrobiana y las demas propiedades,
difieren entre los propdleos, por diversas causas que tienen que ver desde donde esta
ubicada la colmena, hasta los arboles que visitan las abejas pecoreadoras, la época del

afo, etc.
PERSPECTIVAS

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, se remarca la necesidad de continuar
con la investigacion de este producto para poder establecer su mecanismo de accién

sobre el microorganismo S. aureus.

También se pretende, llevar a cabo pruebas in vivo bajo un modelo experimental, que
permita probar la actividad antimicrobiana del propdleo en los animales afectados. Todo
esto encaminado a la elaboracién de un producto a base de este compuesto de la colmena
para el tratamiento efectivo de la mastitis; que ademds pueda ser administrado por via
intramamaria teniendo la ventaja de que no afectard al animal tratado, ni la calidad de la

leche, ni a las personas que la consuman.
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9 CONCLUSIONES

1. Se puede concluir que la actividad in vitro del propdleo 1 (FESC) fue muy buena, en
comparacion con los otros propéleos evaluados. El propdleo 2 y 3 presentaron una
actividad regular, mientras que los propdleos 4 y 5 no presentaron actividad.

2. En cuanto a la inhibicién del crecimiento de las cepas de Staphylococcus aureus, la
concentracién que inhibié al 100% en el propdleo 1 fue la concentracion de 0.5
mg/ml, siendo este el mejor resultado obtenido en este estudio.

3. Se encontraron dos cepas muy resistentes, identificadas como 3 y 8, para las
cuales se recomienda realizar mas pruebas, con concentraciones mas altas a las
probadas, hasta llegar a la CMI de las bacterias, ya que aun en la concentracion de
3 mg/ml, se encontré crecimiento sobre el agar, en tres de los cinco productos
evaluados. Vale la pena mencionar que este crecimiento fue disminuido
drasticamente, sin embargo la concentracién no inhibid por completo su
desarrollo.

4. Con esto, tenemos que no todos los propdleos que se comercializan, en las tiendas
naturistas principalmente, tienen un efecto inhibidor de esta bacteria, por lo que
es de esperarse su escaso resultado también de sus otras propiedades.

5. Es necesario estandarizar normas de calidad para la venta de propdleos de buena
calidad, tal como ya lo hacen en otros paises del mundo, por ejemplo Rusia; en
algunos otros paises como Argentina, Alemania, o Peru, hay estandarizaciones que
miden la cantidad de flavonoides y otros compuestos que certifican la buena

actividad antimicrobiana y antioxidante de este producto.®>***
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