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1. RESUMEN
El género Nocardia esta conformado por un grupo heterogéneo de
microorganismos aerobicos aun no totalmente bien caracterizados. Son bacterias
Gram positivas, parcialmente acido alcohol-resistentes o no acido alcohol-
resistentes, filamentosas, que presentan extensa ramificacion celular. Existe una
variedad de especies de Nocardia sp., este trabajo esta enfocado en Nocardia

brasiliensis, microorganismo que produce la lesion del micetoma (Baeman, 1975).

El micetoma es la micosis profunda mas frecuente en México. Es una enfermedad
granulomatosa de tipo inflamatorio crénico, que constituye todo un sindrome
anatomoclinico, con afeccion a piel, tejido celular subcutaneo, fascia, musculo e

incluso huesos y érganos adyacentes (Arenas, 2002; Davila, 2001; Soto, 1998).

El micetoma predomina en el sexo masculino en una proporcion de 4:1 para todos
los agentes causales, excepto para Actinomadura madurae donde se invierte la
proporcion, siendo de 3:2 a favor de la mujer. Es mas frecuente entre la segunda 'y
cuarta décadas de la vida, aunque se han reportado casos en nifios y ancianos
(Bojalil, 2000; Lavalle, 2008; Soto, 1998; Welsh, 1991).

Los campesinos y las amas de casa del area rural son los mas afectados, ya que
estan mas expuestos a los agentes etioldgicos del micetoma, debido a la falta de

uso de zapatos y por las actividades que realizan en el campo.

El objetivo de este proyecto fue probar si existia inhibicion del agente etiolégico
causante del micetoma mas comun en Meéxico, probando diferentes
concentraciones de propodleo y asi poder proponerlo como un posible tratamiento

alternativo para esta actinomicosis.

Para cumplir el objetivo se realizaron las siguientes pruebas: Método de dilucion en
placa, sensibilidad por macrodilucion en caldo, prueba cualitativa y cuantitativa

respectivamente.



Al realizar la prueba cualitativa se observd que el propodleo inhibia a Nocardia
brasiliensis. A pesar de no ser ésta una prueba cuantitativa arrojé resultados que
indicaban que el propdleo probado efectivamente inhibia la cepa con la que se
trabajo. Posteriormente en la prueba cuantitativa se encontrdé que la concentracion

a la que el propdleo logra inhibir a Nocardia brasiliensis es de 4 mg/mL.

Con este trabajo se abre el panorama para la realizacion de futuros estudios en
relacion al tratamiento con propdleo para contrarrestar la lesién del micetoma,

actinomicosis causada por Nocardia brasiliensis.



2. MARCO TEORICO

2.1 PROPOLEO

El propdleo es el nombre genérico que se le da a la resina cérea de composicidon
compleja y consistencia viscosa, que las abejas elaboran a partir de particulas
resinosas de diferentes vegetales y que utilizan en la construccion, reparacion y
proteccion de la colmena, disminuyendo asi la entrada del viento, lluvia y frio,
también lo emplean para reducir el tamano de la entrada a la colmena, para cerrar
grietas o para embalsamar pequefios animales muertos dentro de la misma, los
cuales las abejas no pueden sacar debido a su tamafo y peso. El propdleo es
también responsable de la sanidad de los panales, en especial contra

microorganismos. (Estrada, 2012; Pefa, 2008).

El término propdleo o propolis deriva del griego “pro” que significa en defensa de; y
“polis” que significa ciudad o colmena, haciendo referencia al uso que le dan las

abejas al colocarlo en los accesos a la colmena (Gutiérrez, 2011).

2.1.1 COMPOSICION QUIMICA

En las ultimas tres décadas un gran interés ha surgido en relacion a la composicion
quimica y actividades terapéuticas del propdleo por lo que ha sido objeto de

numerosos estudios quimicos y farmacologicos.

La composicion quimica del propéleo es compleja y depende de varios factores
como son: la region geografica, el clima, el relieve, la vegetaciéon natural y las
cuencas hidrograficas entre otros. La vegetacion que rodea a la colmena es de
importante  consideracibn ya que es a la que recurren las

abejas. Algunos ejemplos de estas fuentes vegetales son: pino, abeto, sauce,



abedul, varias especies de alamo, fresno, roble entre muchos otros que encuentren
cerca de sus colmenas. Es por esto que los propdleos de diferentes zonas
geograficas poseen efectos similares pero difieren en su composicién (Lopez,
2012).

Entre estos componentes encontramos ceras, resinas, balsamos, aceites
esenciales, aminoacidos y azucares. El propoleo es rico en elementos inorganicos,
algunos de ellos involucrados en los sistemas enzimaticos fundamentales, podrian
estar asociados con sus actividades biologicas. Llama la atencion la prevalencia de
flavonoides como pinocembrina, galangina, pinobanskina y el ester feniletilico del
acido caféico entre otros compuestos derivados del acido cinamico, a los cuales se
asocia la actividad biologica del propdleo. En la tabla 1 se,muestran los

componentes mas significativos del propdleo (Gutiérrez, 2011).
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Imagen 1. Propéleo utilizado para este proyecto, proveniente de FESC Campo 4. .
Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC
Campo 1 UNAM.



Composicion quimica del propoleo.

COMPONENTES EJEMPLOS
Acidos organicos Acido benzoico C6H5-COOH, gali
C7H605
Acidos fendlicos Acidos cafeico C9H804, cinamic

pumarinico, insofenilico y fendlico

Aldehidos aromaticos

Vainillina C8H803, isovainillina C8H803

Cumarinas Esculetol, escopuletol

Flavonoides Pinocembrina C15H1204, galang
C15H1005, pinobanksina C15H1205

Flavonas Acacetina C16H1205, cresina amairill
pectolinaringenina C17H1406, tectocrisir
C16H1204

Flavonoles Izalquinina, kaempférido C16H120
quercetina C15H1007, remnocitrina.

Flavononas Pinostrobina C16H1404, sakuranetir

C16H1405.

Flavononoles

Pinobanksina, ferulico, los sesquiterpenos
las flavononas (principalmente K
galanginas C15H1005)

Minerales Aluminio, plata, bario, boro, cromo, cobalt
cobre, estano, hierro, magnesi
manganeso, molibdeno, niquel, plon
silicio, estroncio, titanio, vanadio, zinc

Vitaminas Provitamina A y vitamina B3

Tabla 1.-Principales componentes quimicos del propdleo de FESC-C4 (Gutiérrez, 2011).

Las propiedades terapéuticas del propdleo dependen de la calidad de éste asi como
de las proporciones de los elementos que lo constituyen y no sélo de una sustancia

en particular, estos compuestos se relacionan directamente con su origen

geografico.



Los compuestos identificados en propdéleos de colmenas ubicadas en
emplazamientos cercanos entre si no difieren significativamente, aunque desde el
punto de vista cuantitativo pueden ser variables. Ello implica que los propodleos
deban ser estudiados en funcién de la zona geografica de ubicacion de las

colmenas (Gutiérrez, 2011).

2.2 ACTIVIDAD BIOLOGICA

La bibliografia reporta un gran numero de trabajos relacionados con la actividad
biolégica y farmacologica del propdleo; sin embargo, la cantidad de estudios que
reportan compuestos puros con actividad especifica obtenidos de este material es
muy reducida, y las aplicaciones son muy diversas y heterogéneas. Diversos
investigadores han reportado que el propdleo posee diversas actividades

biolégicas, entre las cuales destacan las siguientes:

» Actividad Antibacteriana

= Actividad Antimicética

» Actividad Antiparasitaria

» Actividad antiinflamatoria

= Actividad cicatrizante

= Actividad anestésica

» Actividad antioxidante

» Actividad Inmunomoduladora
= Actividad antitumoral

» Actividad vasoprotectora



2.2.1 Mecanismos de accion antimicrobiana del propdleo

Se ha demostrado que la actividad antimicrobiana de propdleos es debido al
sinergismo de sus componentes y no de un solo componente. Los flavonoides y los
compuestos fendlicos se consideran como los principales componentes bioactivos
de los propoleos. Los flavonoides: pinocembrina, galangina y pinobanksina se les
atribuye la mayor actividad bacteriostatica y bactericida (Estrada, 2012; Gutiérrez,
2011).

El &cido cinamico y algunos flavonoides son los responsables de desacoplar la
transduccion de energia de la membrana plasmatica inhibiendo la motilidad
bacteriana. Asi mismo se ha determinado que el propdleo desorganiza la
membrana citoplasmatica, la pared celular y el citoplasma provocando una

bacteridlisis parcial acompafiado de inhibicidén en la sintesis de proteinas.

En lo que se refiere a la galangina se sabe que provoca un incremento considerable
en la pérdida de potasio lo cual se atribuye al daio ocasionado directamente en la
membrana citoplasmatica o bien, podria llevarse a cabo un dafio indirecto por un
debilitamiento de la pared celular y una lisis como consecuencia de un choque
osmotico. Se ha determinado que la quercetina inhibe la ADN girasa de manera

parcial (Gutiérrez, 2011).

El propdleo es el producto de abeja con la mayor actividad antimicrobiana, la cual
ha sido confirmada por numerosos estudios cientificos, se ha demostrado su
actividad en contra de multiples microorganismos tales como: Bacillus cereus,
Mycobacterium sp., Streptococcus faecalis, Streptococcus mutans, Streptococcus
viridans, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Helicobacter pylori, Aspergillus sp.,

Cryptococcus neoformans y Proteus vulgaris (Estrada, 2012).



2.2.2 Actividad antimicética

Las propiedades antimicéticas del propdleo han sido establecidas por numerosos
autores, luego de considerar a compuestos como: pinocembrina, galangina, acido
benzoico, acido salicilico, vainillina, mono y sesquiterpenos; como los principales

compuestos responsables de esta actividad debido a sus propiedades fungicidas.

Mediante el estudio de la actividad antifungica de los propéleos de diferentes areas
geograficas, varios autores han encontrado que presentan efectos antifungicos en

diversos grados en muchas especies como:

Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, Malassezia pachydermatis,
Aspergillus niger, Alternaria alternaria, Penicillium digitatum y Plasmopara viticola
(Palomino et al., 2010).

Aunque muchos estudios se han centrado en demostrar la actividad antifungica de
diferentes extractos de propodleos, pocos han reportado sus efectos sobre la
morfologia y estructura de los hongos. Un estudio realizado en la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, de la UNAM en el laboratorio de Microbiologia de
la Unidad Multidisciplinaria, ha reportado que el Extracto etandlico del Propdleo a
concentraciones de 0.25 mg/mL, indujo la inhibicion de la formacién de tubos

germinales asi como la deformacién de algunas levaduras (Estrada, 2012).

2.2.3 Actividad Antiparasitaria

Se ha reportado una accion antiparasitaria del propéleo, destacandose sus
efectividad frente a Giardia lamblia. En un estudio realizado por Hollands valoraron
la actividad de diferentes extractos alcohdlicos de propdleo sobre trofozoitos de
Giardia lamblia, y pudieron constatar un efecto antigiardiasico en solo 24 horas, tras

observar, ademas de la inhibicion del crecimiento empleando una concentracion de



Extracto etandlico de Propdleo de 11.6 mg/mL con un porcentaje del 98% de
inhibicion la aparicion de un gran numero de estos parasitos redondeados e

inmoviles como evidencia de muerte.

Por otra parte, también se han realizado estudios in vitro contra Trichomonas
vaginalis empleando soluciones de Extracto etandlico de Propdleo a una
concentracion de 150 mg/mL presentando una actividad letal para este parasito
(Palomino et al., 2010).

2.2.4 Actividad antiviral

En los ultimos afios un volumen cada vez mas extenso de esfuerzos se ha dirigido
a las investigaciones sobre los multiples aspectos vinculados a la accion antiviral
del propdleo. Se ha demostrado que la serie de componentes de naturaleza
flavonoide revela una actividad antiviral; en particular tres compuestos presentes:

apigenina, acacetina y pectolinarigenina.

Saiz y colaboradores en el 2002, reportaron que uno de los principios activos
aislados cromatograficamente del propoleo denominado éster feniletilico del acido
cafeico (CAPE) presenta actividad en la transformacién viral causada por

Adenovirus tipo 5, sin afectar a las células normales.

También se han empleado para otros fines, Bojnansky y Kosljarova (1975)
estudiaron los efectos inhibitorios de una solucion de propdleos al 10% frente a tres
especies de virus; causantes del mosaico del pepino, de la mancha del tabaco y de
la necrosis del tabaco, los autores concluyeron que la sensibilidad mas elevada
correspondio al virus de la necrosis del tabaco, evidenciandose para el virus del
mosaico del pepino una sensibilidad mas reducida (Estrada, 2012; Gutiérrez 2011).



2.2.5 Actividad antiinflamatoria y cicatrizante

Existen diversas investigaciones que indican que el propdleo tiene propiedades
reconstructivas y de cicatrizacidon de heridas. et al y Asis (1989) consideran que la
capacidad de acelerar ostensiblemente la epitelizacion y division celular en la
curacion de heridas, la prevencion y detencion del desarrollo de procesos
inflamatorios esta relacionada con las flavonas, principalmente glucésidos que
aparecen en el propdéleo en forma de agliconas libres y los metoxiflavonoides
respectivamente. Su intervencién se cree esta fundamentada a que estos

compuestos tienen actividad a nivel de los mediadores de la inflamacion.

Otros autores reportan que el propdleo presenta un efecto antiinflamatorio sobre la
piel. lvanovska et. al (1995) observd una significativa reduccién de la inflamacion
aguda en ratones, administrada por via oral a una dosis de 150 mg/kg. Later, Krol
et al. Han estudiado 19 compuestos fendlicos que presentan actividad
antiinflamatoria, entre los que se encuentran: acido salicilico, acido galico, acido

cinamico, acido o-cumarico, acido 3,4-dimetoxicinamico, galanina, entre otros.

Por su parte, Sthehl y colaboradores consideran, que los extractos acuosos y
etandlicos del propdleo han indicado una sustancial actividad antiinflamatoria. Sus
estudios revelan que uno de los mecanismos de accion de este producto puede
relacionarse con la inhibicion de la enzima hidrofolato reductasa, posiblemente por
actividad del acido cafeico presente en el propodleo (Estrada, 2012; Gutiérrez 2011;
Palomino et al., 2010).

2.2.6 Actividad antioxidante

Hoy en dia nos enfrentamos con diversos factores predisponentes que aceleran la
aparicion de trastornos como: trastornos cardiovasculares, reumatismo, diabetes,

padecimientos cerebrovasculares, cancer, asi como envejecimiento prematuro.
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Algunos agentes externos capaces de producir radicales libres tales como las
radiaciones, rayos ultravioleta, exposicién al sol, metales toxicos, el ozono, etc.
Estas moléculas atacan los lipidos como grasas insaturadas, provocan reacciones
de peroxidacion que daran lugar a la formacion de otros radicales libres. El
organismo lucha de forma natural contra estos elementos dafinos, y para ello
produce las enzimas superéxidasas dismutasa y glutation peroxidasa, las cuales se
encargan de bloquear su formacién o su destruccion una vez formados. Estudios
revelan que algunos antioxidantes como las vitaminas A, C y E, selenio y zinc
algunos de estos elementos presentes en el propdleo intervienen directamente
destruyendo los radicales libres o estimulando la liberacion y potencializando su

accion o interviniendo en sus sintesis (Estrada, 2012).

2.3 EFECTO ADVERSO

La actividad alergénica del propoleo es desconocida, sin embargo ha demostrado
ser capaz de provocar reacciones de sensibilizacion en algunas personas, al
manipularlo o utilizarlo en la terapéutica. Se ha visto en apicultores profesionales el
padecimiento de una dermatosis especifica a esta profesion. Las regiones que mas
se afectan son las manos y ciertas zonas que entran en contacto con el propdleo,
como la cara y el cuero cabelludo. En otras personas estas manifestaciones pueden
presentarse de varias formas, desde crisis asmaticas (por inhalacion del propéleo)
hasta un exantema urticario papuloso generalizado al aplicarse tépicamente, para

desaparecer poco tiempo después de eliminar el contacto con el producto.

La diversidad en la composicion quimica de este producto apicola y su empleo
generalizado en la industria, ha traido como consecuencia la necesidad de su
control de calidad y normalizaciéon. Con este fin, se han desarrollado metodologias

de trabajo establecidas por diferentes normas internacionales, entre las que se
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incluyen la norma IRAM-INTA del Instituto Argentino de Normalizacion-Subcomité
de productos agroalimentarios del NOA (2004), la norma Ramal del Ministerio de
Agricultura de Cuba (1994), y el reglamento técnico para la fijacién del identidad y

calidad del propdleos de Ministerio de Agricultura de Brasil (Palomino et al., 2010).

2.4 Nocardia sp.

2.4.1 Caracteristicas generales.

El género Nocardia estd conformado por un grupo heterogéneo de
microorganismos aerobicos aun no totalmente bien caracterizados. Son bacterias
Gram positivas, parcialmente &acido alcohol-resistentes o no acido alcohol-
resistentes, filamentosas, que presentan extensa ramificacién celular. Los
filamentos ramificados fragmentan dentro de las células pleomdérficas variando de
formas cocoides a bacilares u organismos semejantes a Corynebacterium. Si no
son observadas cuidadosamente pueden ser facilmente confundidas con otros
organismos. Son aerébicos y pueden ser muy dificiles de diferenciar de
Mycobacterium, género con el cual estan filogenéticamente relacionadas. Pueden
ser diferenciados de Actinomyces y Streptomyces con base en un analisis de pared
celular. Las paredes celulares de Nocardia, Mycobacterium y Corynebacterium son

muy similares (Baeman, 1975).

La morfologia microscépica varia de formas que producen un crecimiento esparcido
debido a la temprana division en fragmentos cocoides y/o bacilares, a aquellas en
las cuales la fragmentacion es retenida, permitiendo una abundante produccion de
micelio. Los filamentos ramificados pueden ser encontrados en la mayoria de los
cultivos; pero no son comunes en cultivos viejos de algunas especies. Los
miembros del género pueden ser divididos en 3 grupos morfoldgicos de acuerdo al
grado de desarrollo que muestran (Azuma et al., 1975; Beaman, 1975; Bojalil, 1999;
Conde et al, 1982).
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Grupo I: los miembros de este grupo tienen una cantidad limitada de crecimiento
debido al inicio de la fragmentacién en el centro de la colonia después de 2-14 horas

de incubacion. La textura de la colonia es blanda, butirosa o mucoide.

Grupo IlI: en los miembros de este grupo la fragmentacion es retardada de 18-20
horas, asi que se da una ramificacion extensiva del crecimiento. La textura de las

colonias tiende a ser escamosa, pastosa o con una superficie mate.

Grupo lll: en los miembros de este grupo la fragmentacion es a menudo retardada
por varios dias permitiendo un abundante crecimiento, el cual se puede fragmentar

en elementos cocoides y bacilares (McClung, 1989).

2.4.2 Nocardia brasiliensis

Filamentos ramificados formando un crecimiento extensivo sobre la mayoria de los
medios, alrededor de 1um de diametro. La fragmentacién empieza en el centro de
la colonia después de alrededor de 4 dias de incubacién y produce células bacilares
y cocoides irregulares. El crecimiento es de color amarillo-anaranjado a café con
hifa aérea delgada y blanca sobre la superficie. Las colonias son granulares,
acumuladas, convolutas. Producen un exopigmento amarillo pardo sobre la

mayoria de los medios organicos (Azuma et al., 1975; Baeman, 1975; Bojalil, 1999).

Grupo morfoldgico Ill. Acido alcohol-resistente.

13



Imagen 2. Tincién de Ziehl-Neelsen de la cepa de Nocardia brasiliensis, donde se
observa parcialmente acido alcohol-resistente. . Imagen tomada en el Laboratorio 10 de
Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Imagen 3. Tincién de Ziehl-Neelsen de la cepa de Nocardia brasiliensis, se observan
filamentos parcialmente acido alcohol-resistentes. . Imagen tomada en el Laboratorio 10
de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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Las colonias en agar nutritivo son de color anaranjado sucio, granulares,

acumuladas y blancas en los bordes.

Sobre agar nitrato glicerol las colonias son acumuladas, de color coral con un

crecimiento escaso en los margenes.

Sobre agar extracto de levadura glucosa, las colonias son de color amarillo a
naranja o color tostado (canela), elevadas, plegadas. Un pigmento soluble amarillo

es producido en cultivos viejos.

Crecimiento anaranjado tostado, seco, granulado, escaso y blanco sobre un pedazo
de papa (McClung, 1989).

Fermentan la arbutina, la D-arabinosa, la D-fructosa, la D-galactosa, el DL-inositol,
la glucosa, el glicerol, el manitol, la manosa, el sorbitol y la trealosa. Hidroliza la
esculina, la caseina, la gelatina, la guanina, la hipoxantina, la queratina, la tirosina
y la urea, sin produccidon de gas. Las siguientes substancias sirven como unicas
fuentes de carbdn y energia: el acetato, el butirato, el citrato, la D-fructosa, la D-
galactosa, la glucosa, el inositol, el malato, la maltosa, el manitol, la manosa, la
parafina, la L-prolina, el propionato, el piruvato, el acido sebacico, el sorbitol y el
succinato (Ortiz et al., 1979).

Coagulan en forma lenta a la leche tornasolada, seguida de peptonizacion alcalina,

con produccion de pelicula amarillo-naranja. Reducen el nitrato.

Rango de temperatura: 10-45°C, no crece a 50°C. Rango de pH: 6.0-9.0. Crece
bien en solucién de cloruro de sodio al 5%. Se inhibe en solucidon de cloruro de

sodio al 7%. No sensible a penicilina (discos de 5Ul). Resistente a la lisozima.

Produce granulos multilobulados en ratones blancos, cobayos y conejos. El
contenido de G + C del ADN varia de 67 - 68 % (McClung, 1989; Ortiz et al., 1979).
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Imagen 4. Crecimiento de Nocardia brasiliensis en medio Agar Sangre. Imagen tomada
en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

2.4.4 ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR Nocardia sp.

NOCARDIOSIS

La nocardiosis es una infeccidén bacteriana aguda, subaguda o cronica, localizada
(piel, pulmones, cerebro) o diseminada (cuerpo entero). Principalmente es causada

por la especie de Nocardia asteroides.

Afecta mas a hombres que a mujeres (hombre-mujer de 3:1). La nocardiosis puede
aparecer a cualquier edad, pero es mas frecuente en adultos de mediana edad. Las
manifestaciones clinicas dependen del lugar de infeccion. La mayoria de los
pacientes presentan enfermedad pulmonar. Los signos frecuentes son: fatiga,
fiebre, escalofrios, tos (similar a la tos en la neumonia o la tuberculosis), disnea,

dolor toracico pleural y pérdida de peso.

La nocardiosis cutanea primaria se puede presentar en forma de infeccidn cutanea,
linfocutanea o subcutadnea. La infeccion cutanea se manifiesta por: celulitis,
pustulas, pioderma, paroniquia, ulceraciones o abscesos localizados. En la

infeccion linfocutanea se observan lesiones similares, pero estan asociadas a una
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linfadenopatia regional ascendente. La infeccion subcutanea se manifiesta por la
aparicion de micetoma, que afecta predominantemente a las extremidades. La
nocardiosis diseminada afecta principalmente a individuos inmunocomprometidos

y conduce con frecuencia a lesiones cerebrales o meningeas.

La nocardiosis se asocia habitualmente a un historial de traumatismo (heridas
punzantes o aranazos de gatos), inmunodeficiencia, resistencia a una terapia con

antibidticos precedente, o fiebre (Bojalil, 1999).

MICETOMA

El micetoma es una efermedad causada principalmente por Nocardia brasiliensis.
Fue descrito por primera vez por John Gill en 1842, en la zona de Madura; en India,
afos mas tarde fue llamada “Pié de Madura” por Colebrook. Hacia el afio de 1860,
Carter determin6é que la etiologia del mismo era fungica, y propuso el término
micetoma (que significa “tumor por hongos”). En 1913 Pinoy dividié a los agentes
causales en dos grupos: actinomicetomas y eumicetomas. En nuestro pais, el

primer caso fue descrito por Cicero en 1902.

El micetoma es la micosis subcutdnea mas frecuente en México. Es una
enfermedad granulomatosa, de tipo inflamatorio crénico, que constituye todo un
sindrome anatomoclinico, con afeccion a piel, tejido celular subcutaneo, fascia,
musculo e incluso huesos y 6rganos adyacentes (Arenas, 2012; Davila, 2001; Soto,
1998).

Predomina en el sexo masculino en una proporcion de 4:1 para todos los agentes
causales, excepto para Actinomadura madurae donde se invierte la proporcion
siendo de 3:2 a favor de la mujer. Es mas frecuente entre la segunda y cuarta
décadas de la vida, aunque se han reportado casos en nifios y ancianos (Bout,
2000; Lavalle 2008).
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Los campesinos y las amas de casa del area rural son los mas afectados, ya que
estan mas expuestos a los agentes etioldgicos del micetoma, debido a la falta de

uso de zapatos y por las actividades que realizan en el campo.

Existen por lo menos 20 especies de actinomicetos y hongos superiores que
pueden provocar micetomas, siendo los mas frecuentes Actinomycetos: Nocardia

brasiliensis y Actinomadura.

En México predominan los causados por actinomicetos (97.2%), siendo el resto
causado por eumicetos (2.8%).8 El género Nocardia es el mas frecuente (85.65%)
de los actinomicetos seguidos por el Actinomadura (10.2%) y Streptomyces (1.5%).
El primer lugar como agente causal del micetoma en México (71.1%) lo ocupa
Nocardia brasiliensis, Nocardia asteroides (0.4%) y Nocardia otitidis caviarum
(0.25%). Le sigue en frecuencia el género Actinomadura, principalmente
Actinomadura madurae (10%), Actinomadura pelletieri (0.2%) (Mufioz et al., 2000;
Novales, 1995; Soto, 1998).

Clinicamente se observa aumento de volumen, deformaciéon de la regién y
abundantes orificios fistulosos, por los que drena un liquido filante, seropurulento
que contiene “granos”; en muchas ocasiones el orificio de salida presenta un
reborde mamelonado, carnoso y en el fondo hay una depresion, pueden
encontrarse ulceraciones y costras melicéricas. También aparecen cicatrices
retractales, fibrosas, hipopigmentadas o hiperpigmentadas. La evolucién es lenta,
pero inexorable, sin regresion espontanea de la enfermedad (Lavalle, 2008;
Novales, 1995; Welsh, 1991).
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Imagen 5. Micetoma podal causado por Nocardia brasiliensis (Imagen izquierda),
micetoma en tronco de una mujer donde se observa la lesién granulomatosa (imagen
derecha). Imagenes tomadas de: http://lya.fciencias.unam.mx.

2.4.4 ETIOPATOGENIA

Nocardia brasiliensis es una bacteria que pertenece al orden Actinomicetales,
familia Nocardiaceae y género Nocardia. El género Nocardia esta filogenéticamente
relacionado con otros géneros bacterianos como: Mycobacterium,
Corynebacterium, Gordonia, Rhodococcus y Tsukamurella.  Nocardia brasiliensis
es un bacilo aerobio, intracelular facultativo, no mévil, Gram positivo y parcialmente
acido-alcohol resistente. Produce filamentos ramificados tanto en cultivos como en
los tejidos, que al microscopio se observan como filamentos microsifonados (0.5-1
pMm), que se fragmentan en formas cocoides y bacilares (McNeil, 1994; Williams et
al., 1989).

Tiene una pared celular semejante a las micobacterias, compuesta de:
peptidoglicano, arabinogalactano y acidos nocardiomicdlicos. Los agentes
causales viven como saprofitos en la naturaleza, en el suelo o los vegetales; se
introducen a la piel de los seres humanos a través de algun traumatismo, casi

siempre por una espina vegetal, pero es posible que lo hagan con astillas de
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madera, piedras o instrumentos metalicos contaminados con tierra que contiene la
bacteria. Después de la infeccion, los microorganismos emiten filamentos en los
tejidos y como una forma de resistencia, se aglomeran en colonias mas o menos
compactas, denominadas “granos”, que se eliminan en una secrecion mucoide a
través de fistulas. El color de estos “granos” nos permite orientarnos hacia el
diagnostico del posible agente causal. Si los granos son de color rojo su agente
causal probable es actinomiceto, si son de color negro, es de origen micético, y si
son de color blanco o amarillento se le debe de realizar un estudio histolégico y
microbiolégico para tener una mayor certeza. El mecanismo exacto por el cual el
hospedero con inmunidad integra responde ante el micetoma, no esta bien
establecido, pero se ha visto que en los tejidos alrededor del grano hay una reaccion
supurativa, formada principalmente por polimorfonucleares (PMN), fibrosis,

neoformacion vascular (Curry, 2000; Daoud et al., 2005; Williams et al., 1989).

En los eumicetos la reaccion es de tipo granulomatosa. El dafo en ambos, se
extiende por contiglidad. En la ultima fase de invasion puede afectar tendones,
nervios, vasos sanguineos o linfaticos. Se han reportado casos de micetomas en
pacientes con tratamiento inmunosupresor, debido a una menor respuesta del

sistema inmune (Curry, 2000).

2.4.5 CUADRO CLINICO

El periodo de incubacidon puede durar desde algunas semanas hasta anos. El sitio
mas afectado son las extremidades inferiores (64%) o superiores (14%). El sitio
tiene relacion directa con el sitio de inoculacion. El cuadro clinico se caracteriza por
aumento de volumen, deformacién de la region y abundantes orificios fistulosos,
sitio de salida de un exudado filante o seropurulento, donde se encuentran los

llamados “granos”. La evolucién es lenta sin regresion espontanea.
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Los pacientes no presentan alteracion del estado general, aunque las lesiones sean
muy grandes. En el laboratorio solo presentan una minima leucocitosis (10,000-
15,000), neutrofilia, aumento de la velocidad de sedimentacion globular y en

algunos casos anemia microcitica hipocrémica (Gonzalez, 1985).

Determinar la especie del organismo infectante puede ser de utilidad para definir el
curso de la enfermedad y elegir el tratamiento mas indicado, ademas de que existe
diferente patogenicidad entre las diversas especies de este género (Conville et al.,
2000).

2.4.6 DIAGNOSTICO

El diagnostico se establece por cultivo de las muestras clinicas de los 6rganos
afectados. La tincion de Gram muestra bacilos Gram positivos filamentosos
ramificados o formas bacilares y cocoides. Son parcialmente acido-alcohol
resistentes, con lo que se tiflen con la tincidon de Kinyoun o Ziehl-Neelsen
modificada (Conville et al., 2007).

Nocardia es un microorganismo de crecimiento lento que crece bien entre 3-7 dias
para la mayoria de las especies en medios convencionales, como agar sangre, y
en medios especificos enriquecidos como Sabouraud, Lowestein-Jensen, BCYE o
Thayer Martin. Los cultivos se incuban a 32-37 °C en atmosfera de COq2. Las
colonias son de aspecto variable, opaco, seco y rugoso, de superficie irregular y
aspecto caracteristico de yeso. La mayoria son pigmentadas, de color blanco, rojo,
rosa o anaranjado, tienden a incrustarse en la superficie del agar y presentan un
olor caracteristico a tierra humeda. Es aerobio estricto, inmoévil, de crecimiento

lento, productor de catalasa y ureasa, y resistente a lisozima (Conville et al., 2007).

La distincion de las especies de Nocardia puede efectuarse por pruebas
bioquimicas, como la descomposicién de caseina, xantina, hipoxantina y tirosina.

También por la sensibilidad a antibidticos, la temperatura de cultivo, la resistencia
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al fluorouracilo, la positividad de la arilsulfatasa a las 2 semanas, o la lisis inducida

por algunas levaduras.

También se pueden identificar por la composicién de los acidos micdlicos de la
pared celular mediante cromatografia de gases y el analisis por HPLC. Por ultimo,
las técnicas de genética molecular, como son el estudio de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) o la secuenciacion gendmica del
ARNr 16S, son muy utiles para la identificacion definitiva, aunque no estan al

alcance de todos los laboratorios (Bennet, 1988; Conville et al., 2007).

2.4.7 TRATAMIENTO

Existen diferentes tratamientos para el micetoma. El micetoma actinomicético es
tratado de primera instancia con trimetoprim/sulfametoxazol (SXT) 8/40 mg/Kg/dia;

con este esquema terapéutico se obtiene una tasa de curacién del 70%.

Otras opciones terapéuticas incluyen el uso de: amoxicilina/acido clavulanico,
sulfonamidas, diaminodifenilsulfona (DDS); las complicaciones mas importantes
con este medicamento son las metahemoglobinemia y anemia hemolitica (Arenas,
2012; Bennet, 1988).

En caso de no presentarse respuesta al tratamiento, se pueden administrar
esquemas alternos como: SXT en combinacion con DDS (1.5 mg/Kg/dia) via oral
(VO), en dosis unica (DU) o estreptomicina 15 mg/Kg IM DU. En casos de
micetomas extensos, con afeccion ésea, con tendencia a diseminarse, con pobre
respuesta al tratamiento administrado o en casos recalcitrantes, se usa SXT con
amikacina. Se administra SXT 8/40 mg/Kg/dia por 5 semanas y amikacina 15
mg/Kg/dia por 3 semanas. Esto es considerado un ciclo y se obtiene una cura de
hasta del 95%. Este ciclo se puede repetir en 3-5 ocasiones. Entre cada ciclo se
requiere verificar al paciente con audiometria y depuracién de creatinina. Se han

estado realizando estudios para encontrar nuevos medicamentos que puedan servir
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para estos pacientes y se ha observado que las oxazolidinonas como el linezolid
muestra buena respuesta, obteniendo una CMI mas baja que la amikacina (Bennet,
1988; Conde et al., 1982).

Existe un reporte de un paciente con Nocardiosis por Nocardia transvalensis con
linfopenia, resistente a sulfas, aminoglucésidos y quinolonas. Se le dio linezolid 600
mg/dia por 3 meses, obteniendo curacion. Existen reportes de Nocardiosis en los
que se probaron las CMI de CIP, SPX, amikacina, SXT, minociclina, imipenem y se
observo que algunas eran efectivas, pero se observaron efectos sinergistas de
amikacina con SXT, minociclina, imipenem y SPX. Se ha descubierto también que
existe una nueva droga DA-7867, la cual tiene efecto contra Nocardia brasiliensis y
presenta una buena respuesta, con una CMI del 90% con 0.03 yg/mL y del 50%
con 0.06 pg/mL, se han hecho estudios in vitro e in vivo (Arenas, 2002; Bennet,
1988; Conde et al., 1982).

2.4.8 EPIDEMIOLOGIA EN MEXICO

La distribucion geografica del micetoma segun estudios realizados en el afio 2012
en México, fue muy amplia, ya que en 24 de los 31 estados que forman la Republica
Mexicana se reportaron casos. En total hubo 3,933 casos, de los que 3,471 se
reportd en el lugar de origen. EI mayor numero de casos correspondié a los
siguientes estados: Jalisco (676 casos), Morelos (429 casos), Nuevo Leodn (347

casos), Guerrero (302 casos) y Veracruz (264 casos) (Fig. 1).
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Tropico de cancer

Estado Casos Estado Casos Estado Casos Estado Casos Estado Casos
(1) Jalisco 676  (6) Michoacan 243  (11) Yucatan 94  (16) Edo. de México 44 (21) Colima 13
(2) Morelos 429  (7) San Luis Potosi 229  (12) Hidalgo 67  (17) Coahuila 36 (22) Campeche 9
(3) Nuevo Leén 347  (8) Oaxaca 172 (13) Tamaulipas 66  (18) Sinaloa 34 (23) Tabasco 6
(4) Guerrero 302 (9) Guanajuato 163  (14) Distrito Federal 49  (19) Nayarit 24 (24) Chiapas 3
(5) Veracruz 264  (10) Puebla 138  (15) Zacatecas 49  (20) Querétaro 14 Sin reportar 462

Figura 1. Distribucion geografica de 3,933 casos de micetoma. Imagen tomada de la
Gaceta Médica de México. 2013; 149:586-92.

En la figura 2 se muestra que, de los 3,933 casos de micetoma reportados, el

actinomicetoma se presento6 en 3,796 (96.52%) y el eumicetoma en 137 (3.48%).

Eumicetoma 3.48%

Figura 2. Tipos de micetoma en 3,933 casos. Imagen tomada de la Gaceta Médica de
México. 2013; 149:586-92.
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Agentes de actinomicetoma; Nocardia brasiliensis fue el actinomiceto mas
frecuente en esta casuistica, observandose en 2,489 casos (65.58%), seguida de
Actinomadura madurae con 301 casos (7.93%). Otras especies identificadas con
mucho menor frecuencia fueron N. asteroides con 27 casos y dos casos de una

especie de reciente descripcion (N. harenae) Tabla 2 (Lépez et al., 2013).

Tabla 2. Agentes de actinomicetoma en 3,796 casos.

Agente n.° %

Nocardia brasiliensis 2,489 65.58
Actinomadura madurae 301 7.93
Streptomyces somaliensis 39 1.02
Nocardia asteroides 27 0.71
Actinomadura pelletieri 11 0.29
Nocardia ofitidis-caviarum 7 0.18
Nocardia harenae 2 0.05
Nocardia transvalensis 1 0.02
Nocardia sp 531 13.99
Actinomicetos 388 10.23
Total 3,796 100.00

La tabla 2 muestra a los principales agentes de actinomicetoma. Imagen tomada de la
Gaceta Médica de México. 2013; 149:586-92.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General.

Determinar la inhibicién de Nocardia brasiliensis a través de dos pruebas; método
de dilucion en placa y prueba de sensibilidad por macrodilucion en caldo al
enfrentarlo a diferentes diluciones de propdleo. Para aplicarlo como posible

tratamiento de esta actinomicosis.

Objetivos particulares.

- Determinar la inhibicion que causa el propdleo sobre cepas de Nocardia

brasiliensis a través de una prueba cualitativa en placa.
- Determinar cuantitativamente la inhibicion causada por el propdleo sobre

Nocardia brasiliensis mediante la prueba de sensibilidad por macrodilucion

en caldo.
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4. HIPOTESIS

Si el propdleo presenta propiedades antimicrobianas entonces se contrarrestara el

crecimiento de Nocardia brasiliensis.
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5. JUSTIFICACION

El objetivo de este proyecto es contribuir en el posible tratamiento contra el
micetoma causado por Nocardia brasiliensis. Se ha mencionado que en México se
presentan numerosos casos, afectando principalmente a hombres que se dedican
a la agricultura, una de las principales actividades que permiten el desarrollo

econdmico en nuestro pais.
Se prueba el propdleo por ser una sustancia antimicrobiana de origen natural y de

bajo costo el cual no tiene efectos adversos como tratamientos que ya existen para

combatir esta enfermedad que tienen un costo mayor y son de uso prolongado.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

Cepa viable de N.
brasiliensis

Identificacion de N. brasiliensis:

Tincion de Gram
Tincién de Ziehl Neelsen

Prueba Cualitativa: Método
de dilucién en placa.

Preparacién de discos
impregnados con
concentraciones de
propdleo, utilizando como
diluyente DMSO.

Solucién stock de N.
brasiliensis, igualada al
Nefeldmetro de Mc Farland
de concentracion 0.5.

Sembrado masivo en medio
Mueller-Hinton de N.
brasiliensis. Colocar el
disco en el centro de la
placa.

Incubar las placas por 72-
120 horas a 37°C.
Leer el diametro del halo
formado.

Prueba cuantitativa:
Sensibilidad por
macrodilucién en caldo.

Solucién Stock de N.
brasiliensis, igualada al
Nefelometro de Mc Farland
de concentracién 0.5.

Preparacion de tubos con
caldo Mueller-Hinton,
preparar soluciones con las
diferentes concentraciones
de propdleo.

Agregar a cada tubo con
caldo M-H, 100 pl de la
solucion de propdleo y 100
pl de la solucién stock.

Incubar por 72-120 horas a
37°C.
Revisar el crecimiento en
cada tubo.

Concentracioén

Inhibitoria.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Prueba cualitativa; Método de dilucion en placa.

Se realizé tincion de Ziehl Neelsen para la determinacion de Nocardia brasiliensis,
posteriormente se sembré en medio de Mueller Hinton, incubando a 37°C durante
72 horas.

Preparacién de soluciones de propéleo utilizando como diluyente 100uL de DMSO
(Dimetilsulfoxido) llegando a diferentes concentraciones de propdleo (0.5, 1.0, 3.0,
4.0 mg/mL), se impregnaron discos estériles de 0.5 cm de diametro con 10uL de
DMSO. Se sembré la cepa de Nocardia brasiliensis proveniente de una solucion
Stock que fue igualada al Nefelémetro de Mc Farland, en medios de Mueller-Hinton
por técnica masivo, colocar el disco impregnado con propoleo en el centro, incubar
a 37°C por 72-120 horas, revisar cada 24 horas. ldentificar el halo de inhibicidon en

las cajas con diferentes concentraciones y medirlo.

7.2 Prueba cuantitativa; Sensibilidad por macrodilucién en caldo.

(Método modificado de NCCLS M27-A2)

Se prepararon tubos con 2 mL de caldo Mueller-Hinton; una vez estériles, se le
adicion6 concentraciones de 6.0, 5.5, 5.0, 4.5, 4.0, 3.5, 3.0, 2.5, 2.0, 1.5, 1.0, 0.5
mg/mL de propdleo. A partir de un cultivo de Nocardia brasiliensis de 72h, se
prepar6 un indculo; igualado al tubo 0.5 del Nefeldbmetro de Mc Farland (1x108
UFC/mL) en solucién salina fisiologica estéril, a los tubos se le agregé 100uL de
in6culo, respectivamente. Fueron homogeneizadas e incubadas a 37°C durante 72-
120 h. Transcurrido el tiempo de incubacién se tomaron 10 uL de cada tubo y fueron
sembrados en cajas de Agar Sangre, para determinar el crecimiento de la cepa

comparando con lo observado en los tubos.
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7.3 Material:

Propdleo originario de la FES-C Campo 4.
Cepa de Nocardia brasiliensis.

Medios de cultivo.

Agar SDA mas agua de coco
SDA (MCD Lab)

Agar Mueller-Hinton (Dibico)
Agar sangre (MCD Lab)
Caldo Mueller-Hinton (Dibico)

Tinciones.

Tincién de Ziehl-Neelsen (Randox)
Tincién de Gram (Reamex)

Otros:

Microscopio 6ptico de campo claro marca Leica
Mechero de Fisher

Estufa bacterioldgica (Riossa)

Tubo con agua estéril

Papel Whatman

Membranas de 0.44 micras y 0.22 micras
Tubos de Mc Farland (1x108 UFC/mL)

Discos 0.5 mm de diametro.

Balanza analitica
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8. RESULTADOS

Identificacion de Nocardia brasiliensis

Al cabo de 2 meses de recuperacion de la cepa para mantenerla viable e iniciar con
las pruebas, se muestra en la Imagen 6 el crecimiento caracteristico de Nocardia
brasiliensis en agar sangre; colonias granulares que muestran un color blanco
amarillento, con olor caracteristico a tierra mojada. Parte de las pruebas de
identificacion de dicha cepa fue la realizacion de la tincion de Ziehl-Neelsen

(Imagen 7) y la tincién de Gram (Imagen 8).

Imagen 6. Crecimiento caracteristico de Nocardia brasiliensis en medio agar sangre,
colonias granulares que muestran un color blanco amarillento, con olor caracteristico a
tierra mojada. Imagenes tomadas en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de
Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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Imagen 7. Tincion de Ziehl-Neelsen de la cepa de Nocardia brasiliensis, se observan
filamentos parcialmente acido alcohol-resistentes. Imagen observada al microscopio en
objetivo 100x. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado
de FESC Campo 1 UNAM.

o M.l
Imagen 8. Tincidon de gram de la cepa de Nocardia brasiliensis, se observa un
actinomiceto Gram-positivo, que fragmenta en cocos o bacilos. Imagen observada al
microscopio en objetivo 100x. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia,
Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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Prueba cualitativa; Método de dilucién en placa.

La imagen 9 muestra el control negativo, en la placa se observa el crecimiento
masivo al colocar un disco impregnado con Dimetilsulféxido (DMSO). Lo cual

descarta al DMSO como posible inhibidor de Nocardia brasiliensis.

Imagen 9. Muestra el control negativo, existe un crecimiento masivo de N. brasiliensis
en medio M-H al utilizar un disco impregnado con DMSO. Imagen tomada en el
Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Placa con una concentracion final de 0.5 mg/mL de una dilucion de propdleo.
La imagen 10 muestra el crecimiento masivo del actinomiceto en medio Mueller-

Hinton, lo que nos indica que se necesita aumentar la concentracion de propoleo

para poder observar un halo de inhibicion sobre la cepa.
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Imagen 10. Se observa el crecimiento de N. brasiliensis en medio M-H, utilizando una
concentracion de propodleo al 0.5 mg/mL. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de
Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Placa con una concentracion final de 3.0 mg/mL de una dilucion de propdleo.
En la siguiente imagen se puede observar el pequefio halo de inhibicion (8 mm) que
se formd al utilizar una concentracion de 3.0 mg/mL de una dilucién de propdleo y
el crecimiento masivo en el resto del agar, se puede observar el rompimiento del
agar debido al tiempo prolongado de incubacion que se requirié para que la cepa

tuviera un crecimiento.
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Imagen 11. Crecimiento de N. brasiliensis en medio M-H, se comienza a observar un halo
de inhibicion utilizando una concentracion de 3.0 mg/mL de propéleo. Imagen tomada en
el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Placa con una concentracion final de 3.5 mg/mL de una dilucién de propéleo.
En laimagen 12 se puede observar el halo de inhibicion de 15 mm de diametro que
se form¢ al utilizar una concentraciéon de 3.5 mg/mL de una dilucién de propdleo. El
halo se observa radial y se puede apreciar el crecimiento masivo en el resto de la

placa.

Imagen 12. Crecimiento de N. brasiliensis en medio M-H, donde se observé un halo
notable (15 mm), causado por una concentracion de 3.5 mg/mL de una dilucién de
propdleo. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de
FESC Campo 1 UNAM.
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Placa con una concentracion final de 4.0 mg/mL de propdleo. En laimagen 13
se puede apreciar la inhibicion del crecimiento que causa el propdleo sobre la cepa
de N. brasiliensis, Se observa un halo de inhibicion de 32 mm de diametro, con

crecimiento masivo en el resto de la placa. Se obtuvo la concentracion minima

inhibitoria, es de 4 mg/mL.

Imagen 13. Se observa el efecto inhibitorio del propdleo sobre N. brasiliensis en una
concentracion de 4.0 mg/mL. Existe un halo de 32 mm. Imagen tomada en el Laboratorio
10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Prueba cuantitativa (Sensibilidad por macrodilucién en caldo).

La imagen 14 muestra el control negativo, es un tubo con caldo Mueller-Hinton
adicionado con 100 pL de DMSO y se observan el crecimiento de Nocardia
brasiliensis en la superficie del caldo. Posteriormente en la imagen 15y 16 se
observan controles negativo y positivo respectivamente. En la imagen 16 se

observa el halo de inhibicién de 42 mm de diametro causado por amikacina,
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Imagen 14. Se observa el contrl negativo utilizando caldo M-H mas DMSO, se puede
apreciar el crecimiento de N. brasiliensis. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de
Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Imagen 15. Se observa el control negativo utilizando un disco impregnado con
AMPICILINA, se puede apreciar el crecimiento de N. brasiliensis. Imagen tomada en el
Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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Imagen 16. Se observa el control positivo utilizando un disco impregnado con
AMIKACINA, se aprecia el halo que este antibidtico causa sobre el crecimiento de N.
brasiliensis, el halo mide 42 mm. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia,
Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Las imagenes siguientes muestran una serie de diluciones de propodleo donde se
inocularon 100 yL de una solucién Stock del actinomiceto, en los tubos con caldo
Mueller-Hinton se observa el crecimiento de N. brasiliensis en la superficie, se
observan los granos de color blanco-amarillento. Se puede apreciar en la imagen
17 que en las concentraciones 0.5mg/mL a 3.5 mg/mL el crecimiento, aunque en
las concentraciones mas altas disminuye éste (Imagen 18,19y 20). El color que se
observa en el caldo depende de la concentracion del propdleo que se le adiciond.

En las imagenes 18 y 19 se senala la concentracion minima inhibitoria, 4 mg/mL.

En la imagen 20 se observan tubos adicionados con diluciones de propdleo
posteriores a la concentracién minima inhibitoria (4.5 mg/mL a 6.5 mg/mL), en estos
tubos ya no se observa crecimiento del actinomiceto lo cual ayudo a determinar la
CML.
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Imagen 17. Se observan concentraciones de propéleo donde no se inhibe el crecimiento
de N. brasiliensis. Las concentraciones van de 0.5 mg/mL a 3.0 mg/mL. Imagen tomada
en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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Imagen 18. Se observan concentraciones de propdleo donde se inhibid el crecimiento de
N. brasiliensis. Las concentraciones van de 3.5 mg/mL a 5.0 mg/mL, se hace hincapié en
la concentracion 4.0 (sefialada con una flecha) ya que es la CMI y no se observa
crecimiento del actinomiceto. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia,
Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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Imagen 19. Se muestra la concentracién minima inhibitoria de propdéleo contra N.
brasiliensis. En el tubo con concentracién 4.0 mg/mL no se observa crecimiento en la
superficie como se aprecia en las concentraciones anteriores a ésta. Imagen tomada en
el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.

Imagen 20. Se observan cinco concentraciones posterior a la CMB, donde no se observa
crecimiento de N. brasiliensis. Imagen tomada en el Laboratorio 10 de Microbiologia,
Unidad de Posgrado de FESC Campo 1 UNAM.
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9. DISCUSION

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto causado por el propéleo sobre
la cepa de Nocardia brasiliensis, actinomiceto que causa la enfermedad del

“Micetoma”.

Como primer paso se procedio a la identificacion y conservacidon de N. brasiliensis,
cepa resguardada en el Laboratorio 10 de Microbiologia, Unidad de Posgrado en la
Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan C-1. Al mantener la cepa viable se
comenzo a probar el medio que cumplia mejor las exigencias nutricionales de la

bacteria y favorecia su crecimiento.

Se probd Agar Sangre, Agar Dextrosa Saboraud adicionando agua de coco, Agar
Mueller-Hinton adicionado con sangre de ternero y Agar Mueller-Hinton,
encontrando mejor crecimiento en éste ultimo. Este medio se utiliza en el
procedimiento de difusion en disco estandarizado para la determinacion de la
sensibilidad de cepas aisladas a partir de muestras clinicas, de organismos
aerobios de rapido crecimiento ante agentes antimicrobianos, conforme a las
normas del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Arenas R., 2002).

De acuerdo a los resultados obtenidos al realizar las pruebas: Método de dilucion
en placa, Sensibilidad por macrodilucidn en caldo, cualitativa y cuantitativa
respectivamente, se encontré que existe una inhibicidon del crecimiento de este
actinomiceto al utilizar una concentracién de 4.0 mg/mL de propdleo. (Imagenes 18
y 19).

Durante la primer prueba, método de dilucion en placa, se probaron
concentraciones bajas de propdleo: 0.5 mg/mL, 1.0 mg/mL y concentraciones mas
altas: 3.0 mg/mL, 4.0 mg/mL a pesar de no ser una prueba cuantitativa, los
resultados obtenidos en ella, nos proporcionaron un parametro cualitativo para

conocer que el propoleo probado si muestra una inhibicion sobre Nocardia
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brasiliensis, proporcionandonos un parametro de referencia para la siguiente

prueba.

Finalmente se trabajo con las siguientes concentraciones; 0.5 mg/mL, 3.0 mg/mL,
3.5 mg/mL y 4.0 mg/mL, siendo esta ultima la concentracion minima inhibitoria,

observandose un halo de 32 milimetros de diametro. (Imagen 13).

De acuerdo al diametro del halo de inhibicion de la prueba cualitativa se interpreta
que el crecimiento de Nocardia brasiliensis se inhibe ante las diluciones trabajadas
del propdleo. Para determinar lo dicho, se utilizaron controles positivos y negativos,
como controles negativos, en primera instancia DMSO para descartar posible
interferencia en el efecto inhibitorio por sus propiedades antimicrobianas. Otros
controles utilizados fueron ciertos antibiéticos, control negativo; Ampicilina, control
positivo; Amikacina. Se probé dicho antibidtico porque el uso de ellos es el actual
tratamiento para el micetoma por N. brasiliensis. Obteniendo estos resultados
podemos hacer una comparaciéon de acuerdo a la tabla del anexo 2, donde se
muestran una serie de antibidticos probados para inhibir el crecimiento de una cepa
de Nocardia brasiliensis. Mostrando un rango de sensibilidad entre 21 y 55 mm de
diametro del halo de inhibicién, el resultado del halo obtenido en la prueba de
dilucion en placa en este trabajo fue de 32 mm de diametro, concluyendo de esta

manera que existe una sensibilidad de N. brasiliensis ante diluciones del propdleo.

La inhibicion de Nocardia brasiliensis por medio del propéleo se analiza de acuerdo
a los componentes quimicos del microorganismo y a los componentes del propdleo,
donde los flavonoides y los compuestos fendlicos se consideran como los
principales componentes bioactivos de los propdleos. Los flavonoides:
pinocembrina, galangina y pinobanksina se les atribuye la mayor actividad

bacteriostatica y bactericida (Gutiérrez, 2011).

El &cido cinamico y algunos flavonoides son los responsables de desacoplar la
transduccion de energia de la membrana plasmatica inhibiendo la motilidad

bacteriana. Asi mismo se ha determinado que el propdleo desorganiza la
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membrana citoplasmatica, la pared celular y el citoplasma provocando una

bacteridlisis parcial acompafado de inhibicidn en la sintesis de proteinas.

En lo que se refiere a la galangina se sabe que provoca un incremento considerable
en la pérdida de potasio lo cual se atribuye al dafo ocasionado directamente en la
membrana citoplasmatica o bien, podria llevarse a cabo un dafio indirecto por un
debilitamiento de la pared celular y una lisis como consecuencia de un choque
osmotico. Se ha determinado que la quercetina inhibe la ADN girasa de manera
parcial (Estrada, 2012).

Tabla 5. Constituyentes del EEP de Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Pico [mi:ftos] T::al Compuesto propuesto por la base de datos
1 10.259 0.45 Palmitato de efilo
2 11.025 0.47 Ester etilico del dcido oleico
3 12.467 5845  Pinocembrina
4 13.162 9.55 Tectocrisina
5 13.298 2.60 1-(3-aminopropil)azaciclotridecan-2-ona

Tomada de: Tesis de Maestria, Perfil quimico de Propdleos mexicanos para su aplicacion
en medicina veterinaria, p. 53, por Rodriguez B. 2015.
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Figura 3. Cromatograma que muestra los componentes del EEP de Cuautitlan Izcalli,
Estado de México. Se observa el pico mas alto en el flavonoide; pinocembrina.
Tomada de: Tesis de Maestria, Perfil quimico de Propéleos mexicanos para su aplicacion
en medicina veterinaria, p. 53, por Rodriguez B. 2015
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10.CONCLUSIONES

Se analizo la actividad del propdleo sobre la cepa de Nocardia brasiliensis,

comprobando que existe sensibilidad al propadleo.

Al realizar la prueba cualitativa, método de dilucidén en placa se encontré un
halo de inhibicion de 32 milimetros con la concentracion de 4.0 mg/mL de

diluciones de propdleo.

Finalmente en la prueba cuantitativa, macrodilucién en caldo se determiné
la concentracién minima inhibitoria de propdleo sobre Nocardia brasiliensis

es de 4 mg/mL.
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11.RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este proyecto se observa que el propdleo
inhibe a la cepa de Nocardia brasiliensis, microorganismo causante de la

enfermedad del micetoma.

Se sugiere continuar con estos estudios ya que esto abre el panorama para poder
considerar la administracion de concentraciones de propdleo como posible
tratamiento alternativo contra el micetoma. Comparando con otros medicamentos
y tomando en cuenta su efecto, costo y evitando la mayor presencia de reacciones

adversas a lo largo de su administracion.

Ademas de probar otros propdleos de diversos origenes ya que de acuerdo al lugar

de donde se obtiene el mismo depende la efectividad antimicética obtenida.
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13. ANEXO

13.1 Dimetilsulfoxido.
Es un solvente aprotico y altamente polar. Por ello, es miscible tanto con el agua
como con solventes organicos como alcoholes, cetonas etc. Puede formar

complejos en sistemas biologicos.

Pertenece a la clase 3 de los solventes organicos. Los solventes clase 3 son
solventes con bajo potencial toxico para el hombre, por lo que no es necesario
limites de exposicion, son considerados menos toxicos y de menor riesgo para la
salud humana. A los solventes incluidos en la clase 3 no se les asocia con danos a

la salud humana a los niveles normalmente aceptados.

Sin embargo, no existen estudios de toxicidad en periodos largos de tiempo o
carcinogenicidad para muchos de los solventes de esta clase (CPMP/QWP/450/03
& EMEA/CVMP/511/03, 2005). Datos disponibles indican que los solventes
incluidos en la categoria clase 3, segun la ICH, mostraron toxicidad menor que 16
solventes categoria 1 y 2 en estudios de corto plazo y resultados negativos en

estudios de genotoxicidad.

Se considera que la presencia de cantidades de 50 mg por dia 0 menos
(correspondiente a 5000 ppm o 0.5%) de estos solventes en medicamentos podrian

ser aceptables junto a una justificacion.
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requerimientos basados en calidad.

CUADRO 1.2.1 Solventes clase 3 los cuales podrian ser limitados por GMP u otros

Acido acético
Acetona

Amisol

[-Butanol
2-Butanol

Butil acetate
tert-Butilmetil éter
Cumeno

Dimetil sulfoxado

Etanol

Etil acetate

Etil éter

Etil formato
Acido formico
Heptano
Isobutil acetato
Isopropil acetato

Metil acetato

3-Metil-1-butanol
Metiletil cetona
Metilisobutil cetona
2-Metil-I-propanol
Pentano

1-Pentanol
1-Propanol
2-Propanol

Propil acetato
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13.2 Susceptibilidad de Nocardia brasiliensis ante algunos antibiéticos.

Tabla 3. Se observa la activad inhibitoria que mostr6é una cepa de N. brasiliensis ante
algunos antibiodticos. Siendo de interés para éste trabajo la actividad de Ampicilina y
Amikacina. Tomada de: Antimicrobial activity screening of some sulfonomide derivates on
some Nocardia species and isolates, p. 55, por Kamil Isik, Fadime O. 2006.
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