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RESUMEN

Al propéleo se le atribuyen numerosas propiedades terapéuticas
sobre la salud humana, como antimicotica, antiinflamatoria,
antibacteriana, entre otras. Esto resulta de la gran variedad de sus
componentes bioactivos. El objetivo de este trabajo fue comparar la
relacion entre la actividad antibacteriana in vitro y los extractos
etandlicos de propdleos de diferente procedencia frente a cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. La investigacion fue
de tipo comparativa con un disefio de laboratorio, contemporaneo,
transeccional y unieventual. Se analizaron 23 cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Ademas, se
incluyeron: 1 cepa ATCC de Escherichia coli como control negativo y
1 cepa ATCC de Staphylococcus aureus como control positivo. Las
cepas en estudio fueron verificadas en el Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios “Lcda. Luisa Vizcaya”. La medicion de
la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de propodleos
se realiz6 empleando el método de difusion de disco en agar. Los
resultados mostraron que las tres muestras de propéleos empleadas
no presentaron actividad antibacteriana ante ninguno de los aislados
clinicos utilizados en este estudio. Por lo tanto, se concluyé que los
prop6leos provenientes de esta zona no tienen actividad
antibacteriana ante estos microorganismos bajo las condiciones y
meétodos utilizados en el presente ensayo.

Palabras Clave: Actividad antibacteriana in vitro, extractos etandlicos
de propdleos, Staphylococcus aureus meticilino resistente.
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INTRODUCCION

Antecedentes del problema

La actividad antibacteriana se refiere a la capacidad que posee una
sustancia de origen natural o sintético de suprimir el crecimiento y
desarrollo de un microorganismo. También, de destruir dicho
microorganismo a bajas concentraciones, presentando escasa toxicidad
en el organismo afectado; Esta actividad puede ser analizada mediante
métodos analiticos fiables, rapidos y reproducibles.’? Ademas, es
importante resaltar que existe una gran variedad de antibiéticos sintéticos
aplicables en medicina para el tratamiento de infecciones microbianas; sin
embargo, el uso indiscriminado y prolongado de los mismos ha elevado el
namero de patébgenos mutantes resistentes. Adicionalmente, las
reacciones adversas que estos producen en algunos pacientes, ha
generado el estudio de compuestos de origen natural cuyos principios
activos, también, tienen la capacidad de inhibir el crecimiento
microbiano.® Este efecto producido, especificamente, por los fitoquimicos
los incluye para que sean utilizados en el desarrollo de nuevos productos
farmaceéuticos.

Entre las fuentes naturales de fitoquimicos con actividad
antimicrobiana esta el propéleo o propoli, el cual es una sustancia
resinosa de color verdoso amarillento parduzco. ElI propéleo es
recolectado por las abejas obreras pertenecientes a la familia Apidae,
principalmente la especie Apis mellifera. Es el exudado de diversas
plantas y la adicion de productos metabdlicos secretados por el insecto, al
cual se le incluyen otros materiales durante su elaboracién, como el
polen. 5 6 Su composicién quimica puede variar de acuerdo a la region,
época de colecta, el entorno ecoldgico y las especies vegetales de las
cuales se extraen las resinas. Este producto es utilizado por las abejas en
la defensa de la colmena frente a infecciones bacterianas, para tapar las

grietas en el interior de la colmena a fin de reducir la entrada a la misma



por parte de intrusos, e impedir el exceso de aire o de humedad que
pueda alterar el equilibrio”: 8.

En cuanto a los extractos etandlicos de propoleos (EEP), estos se
obtienen mediante la técnica de extraccion con etanol en multiples etapas.
Se hace con el fin de purificar el extracto eliminando el material no
deseado y conservando la fraccién activa rica en componentes fendlicos,
sin parafina y otros contaminantes. De esta manera, se logra obtener el
extracto de propoleo con un mayor alcance del efecto de sus
propiedades®.

Esta investigacion fue respaldada por varias aproximaciones tedricas.
Entre ellas, se consideraron los metabolitos secundarios de las plantas y
los tipos de fitoquimicos, a los cuales se les atribuye las diversas
propiedades farmacoldgicas!®!? que se han comprobado en el propéleo.
También, estd sustentada por la aproximacion tedrica sobre la actividad
antibacteriana del propdleo, la cual explica que esta propiedad es
atribuida a la variabilidad de su composiciéon quimica® 13, Por dltimo, la
aproximacion tedrica sobre los mecanismos de resistencia de las
bacterias, cuyo fin es evadir la respuesta inmune y, de esta manera,
aumentar su virulencia en el huésped!41°,

Es indudable que el fendbmeno de resistencia de diversos
microorganismos a los antimicrobianos, representa una amenaza para la
salud publica mundial. Por eso, la organizacion Mundial de la Salud'®
consideré6 como un riesgo la propagacion de esta resistencia, ya que
compromete la eficacia de los antimicrobianos. Asi, también, varios
investigadores, motivados por este problema, publicaron los resultados
de investigaciones primarias, realizadas en los Gltimos 5 afios sobre la
propiedad antibacteriana del propdleo. Al respecto, Fernandez, et al.
(2021) realizaron un estudio en el que compararon los halos de inhibicién
generados por ocho antibidticos y los generados por cuatro
concentraciones alcohélicas de propdleos en una cepa de Staphylococcus
aureus, mediante actividad in vitro. Ellos observaron que las cuatro

diluciones etandlicas del propdleos inhibieron el crecimiento del



microorganismo analizado?!’. A su vez, Fuentes, et al. (2021) analizaron la
actividad antimicrobiana del propol-5, un extracto etandlico de propdleos
cubano. Los resultados de esta investigacion demostraron que el extracto
etandlico de propdleo cubano presenta actividad antibacteriana
significativa frente a las cepas de referencia y los aislados clinicos
probados, entre los cuales estaba Staphylococcus aureus?®.

Entre otras evidencias actuales, Sanpa et al. (2017) también
examinaron las propiedades antimicrobianas y la compaosicion quimica de
los propdleos tailandeses. Utilizaron métodos cromatogréficos vy
concentracion minima inhibitoria (CMI) para estudiar la actividad
antimicrobiana en cepas grampositivas, gramnegativas y en levaduras. El
resultado de esta investigacion demostré mayor actividad antibacteriana
frente a bacterias grampositivas que en gramnegativas'®. Todas las
evidencias mencionadas revelaron la importancia de la actividad
antimicrobiana del propdleo.

La situacién de este problema de investigacion, junto al fundamento
teorico, fue considerada por los autores de este proceso indagatorio para
dilucidar las razones que la justificaron. Estas razones estimularon la
seleccion del tema de investigacion y fueron representadas por:
necesidades, curiosidades, preocupaciones y motivaciones, intereses,
valores, potencialidades, oportunidades, contradicciones; tal como lo
propuso Hurtado?®. En tal sentido, los autores de esta investigacion
identificaron necesidades tales como: es necesario el estudio de otras
alternativas para el desarrollo de nuevos antimicrobianos debido a la
disminucién de la eficiencia de la actividad bacteriostética y bactericida de
estas sustancias, utilizadas en el tratamiento frente a patégenos. Esto es
consecuencia de los mecanismos de resistencia que se generan
constantemente'®, desarrollados por las bacterias mediante
modificaciones de vias metabdlicas y enzimaticas. También, por
alteraciones de la permeabilidad de la membrana y en el sitio de union de
la célula diana. Ademas, el uso inadecuado de los antibioticos contribuye



con la resistencia y la disminucion de la eficacia del tratamiento de la
infecciones?4.

En el mismo orden de ideas, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) es reconocido como uno de los principales agentes
patdgenos causantes de la mayoria de las infecciones nosocomiales. Esto
es debido al aumento progresivo de mutaciones que le han conferido
resistencia a una gran variedad de antibidticos; especificamente, a los B-
lactamicos. En consecuencia, esto ha generado un incremento
significativo, en los ultimos afios, de los porcentajes de mortalidad entre
los pacientes infectados?..

Reuniendo los por qués anteriores, los investigadores de este trabajo,
ademas, establecieron razones con categoria de potencialidad. Entre
ellas, el hecho de que el propdleo posee gran actividad frente a cocos
grampositivos y algunas bacterias gramnegativas, dependiendo de la
dosis, almacenamiento del producto, contenido de flavonoides vy
capacidad inhibitoria??. Especificamente, porque el propdéleo contiene una
extensa variedad de compuestos y principios activos que le confieren
propiedades antimicrobianas, antiinflamatorias y estimulantes de la
respuesta inmune. Por lo tanto, resulta un interesante foco de estudio
para el descubrimiento y desarrollo de nuevas alternativas para el
tratamiento de infecciones bacterianas??.

Finalmente, los autores de esta investigacion focalizaron su interés
sobre la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etanodlicos de
proplleos de diferente procedencia frente a cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina, desde el punto de vista comparativo por
varias razones. Primera, la prevalencia de infecciones bacterianas
multirresistentes requiere urgentemente investigaciones de otras opciones
terapéuticas procedentes de fuentes naturales. Segunda, la compleja
composicibn  quimica del propdleo le confiere propiedades
antimicrobianas que pudieran originar nuevos farmacos, minimizando los
dafos colaterales. Tercera, los riesgos de resistencia de algunos

patdgenos frente al propdéleo son sumamente bajos debido a la falta de



exploracion en el area. Ademdas, sus principios activos estan

biolégicamente equilibrados, evitando que se acumulen en el organismo.

Durante el planteamiento del problema de esta investigacion se
consideraron varios aspectos que revelaron los alcances de este proceso
indagatorio. En este sentido, Hurtado? refiri6 que los alcances estan
asociados con la profundidad del conocimiento que se quiere generar. Al
respecto, esta investigacion tuvo un alcance comparativo, ya que se
intentd comparar la actividad antibacteriana del propéleo procedente de 3
zonas. Adicionalmente, el alcance analitico fue preponderante para
obtener los datos sobre la actividad antibacteriana y la interpretacion de la
misma.

Entre otros aspectos, durante las fases de la investigacion fue
importante considerar la viabilidad de la investigacion, tanto en los
tiempos del proyecto como en la ejecucion del mismo; pues, es
imprescindible asegurar el cumplimiento de cada fase para que se pueda
obtener la respuesta a la pregunta de investigacién. Al respecto,
Hurtado?® refirid varias preguntas relacionadas con la viabilidad de la
investigacién e indirectamente con las limitaciones. Las preguntas son:
¢coémo?, ¢con qué? y ¢cuanto? Es decir, es importante estar pendiente
del método de investigacion, de las técnicas y de las estrategias. Durante
esta investigacion no se presentaron limitaciones relacionadas con el
método; pues, se logré aclarar que la profundidad del alcance fue
comparativo. Respecto a los recursos materiales, las necesidades de
algunos reactivos fueron solventadas. Adicionalmente, las necesidades
tedricas fueron solucionadas con las busquedas en las bases de datos.
Entre otros, los aspectos econdmicos y el tiempo de investigacion fueron
alterados por las consecuencias de la pandemia Covid-19; sin embargo,

con las estrategias implementadas se logré mantener la investigacion.



El problema

Una vez planteado el problema de investigacion, los autores
formularon el siguiente enunciado holopréaxico:
¢Cuéles son las diferencias y semejanzas entre la actividad
antibacteriana in vitro y los extractos etandlicos de 3 tipos de propoéleos
frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, en el
Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Lcda. Luisa
Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes, desde Junio de 2019 hasta Diciembre de 20227

Antecedentes tedricos

Trabajos previos

Fernandez et al. (2021) publicaron un articulo original en la revista
Journal of the Selva Andina Research Society, titulado: Comparacion de
actividad in vitro anti-Staphylococcus aureus de ocho antibiéticos y cuatro
diluciones de propodleos. El objetivo fue comparar los halos de inhibicion
de la actividad in vitro anti-Staphylococcus aureus de ocho antibiéticos y
cuatro diluciones de propdleos. La investigacion fue observacional y de
tipo comparativa, con disefio de laboratorio, contemporaneo,
transeccional y multieventual. Se incluyé una cepa de Staphylococcus
aureus perteneciente al banco de cepas del Centro de Higiene y
Epidemiologia de la provincia de Sancti Spiritus, Cuba y se utilizaron
cuatro diluciones de propoleos (5%, 10%, 15% y 20%). Ademas, se
utilizaron discos de ocho antibioticos usados en el control de S. aureus
(amikacina, cloranfenicol, tetraciclina, penicilina, doxiciclina,
ciprofloxacina, cotrimoxazol y eritromicina). Los procedimientos fueron: se
prepararon las diluciones de los extractos etanolicos de propoleos
tomando en cuenta el método descrito por Sforcin. La siembra de S.

aureus se realizé en dieciocho placas de Petri con medio agar nutriente.



Respectivamente, a las seis placas restantes se le adicionaron discos de
papel de filtro embebidos durante 24 horas con las diluciones de
propéleos (5%, 10%, 15% y 20%). Luego, fueron incubados a 37°C/24
horas; posteriormente, se midieron los halos de inhibicién producidos por
los antibioticos y las diluciones etandlicas de propoéleos. Los resultados
fueron: la actividad antibacteriana de las cuatro diluciones etandlicas de
propéleos produjeron halos de inhibicion entre 10 y 20 mm, contra el
microorganismo. De los ocho antibidticos con los que se realizd la
comparacion en este estudio, solo la eritromicina fue resistente el S.
aureus, la penicilina produjo los halos con menores dimensiones. El resto
de los antimicrobianos produjeron halos mayores a los del propéleos; sin
embargo, la mayoria se encontraron dentro del rango originado por este
producto. Los autores concluyeron: los halos originados por las cuatro
diluciones etandlicas de propodleos presentaron similitudes a los halos
producidos por los antibiéticos. Por esta razén, los extractos etandlicos de
propdleos podrian ser una alternativa en tratamientos antibacterianos?'’.
Este trabajo respaldd la presente investigacion, ya que los autores
consideraron un evento de estudio similar; ademéas, de proporcionar
informacion relevante respecto a la actividad antibacteriana del propoleo
en comparacién con los antibiéticos de uso en la salud.

Los autores Fuentes et al. (2021) publicaron un trabajo en la Revista
Cubana de Farmacia, titulado: Actividad antimicrobiana de varias
concentraciones del propol-5, un extracto etandlico de prop6leos cubano.
El objetivo de esta investigacion fue confirmar in vitro la actividad
antimicrobiana de varias concentraciones de 4 lotes del propol-5
(CIBHO®). Esta investigacion fue confirmatoria. El disefio fue
contemporaneo, transversal, de laboratorio, experimental y multieventual.
Los procedimientos fueron: se analiz6 la actividad antimicrobiana in vitro
de cuatro lotes de propol-5 entregados al CIBHO por parte de la empresa
APICUBA. Para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
se empledé el método de microdilucion en caldo frente a cepas de

referencia y aislados clinicos multirresistentes. Los resultados fueron: se



evidencid la actividad antimicrobiana del propol-5 frente a las cepas de
referencia utilizadas en este estudio, Staphylococcus aureus ATCC 29213
(CMI= 3,12-25 mg/mL), Enterococcus faecalis ATCC 29212 (CMI= 12,5
mg/mL), Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 (CMI= 6,25-12,5 mg/mL y CMI= 6,25-25 mg/mL, respectivamente),
Candida albicans ATCC 90028 (CMI=1,56-6,25 mg/mL) y Candida krusei
ATCC 6258 (CMI= 3,12-12,5 mg/mL). Asi mismo, el propol-5 mostrd
actividad antimicrobiana frente a aislados clinicos de S. aureus, cuya CMI
oscilo entre 3,12-12,5 mg/mL; para P. aeruginosa y Candida spp. fue
inferior, 3,12-6,25 mg/mL y 1,56-6,25 mg/m, respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas entre estos valores (p-valor > 0,05).
Los autores concluyeron: la efectividad del Propol-5 (CIBHO®) para inhibir
el crecimiento de levaduras y de bacterias grampositivas y gramnegativas
confirma la actividad antimicrobiana que se dedujo para él a partir de la
caracterizacion de otros extractos etandlicos de propéleos. Su actividad
ante cepas clinicas multirresistentes permite, ante infecciones producidas
por estas cepas, proponerlo como una alternativa terapéutica a
considerar'®. Este estudio fue relevante, ya que aportd datos acerca de la
actividad antimicrobiana presente en los extractos etandlicos de propéleos
frente a aislados clinicos multiresistentes como cepas SARM.

Los investigadores Sanpa et al. (2017), publicaron un articulo en la
revista Chiang Mai Journal of Science de la Universidad de Chiang Mai en
Tailandia, titulado: Chemical profiles and antimicrobial activities of Thai
propolis collected from Apis mellifera. El objetivo fue confirmar Ia
actividad antimicrobiana relacionada con la composicion quimica y varias
concentraciones del propodleo tailandes de la especie Apis mellifera
provenientes de diferentes lugares. Esta investigacion fue de tipo
confirmatoria. El disefio fue contemporaneo, de laboratorio, transversal,
experimental y multieventual. Los procedimientos fueron: se prepararon
diluciones de extractos etanolicos de propoéleos que oscilaron entre 0,6
mg/ml y 128 mg/ml. A su vez, los perfiles quimicos de todas las muestras

de propdleos se obtuvieron por métodos cromatograficos. Se utilizaron



diez microorganismos de prueba adquiridos del Departamento de
Ciencias Médicas, Ministerio de Salud Publica (DMST), Bangkok,
Tailandia (Klebsiella pneumoniae DMST 8216, Listeria monocytogenes
DMST 17303, Micrococcus luteus DMST 15503, Proteus mirabilis DMST
8212, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Staphylococcus epidermidis
DMST 15505, Streptococcus pyogenes DMST 17020, Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina DMST 20625, Serratia marcescens DMST
21632, y Salmonella typhimurium DMST 562). Asi mismo, se utilizaron
otros cinco microorganismos provenientes del Instituto de Investigacion
Cientifica y Tecnologica de Tailandia (Bacillus cereus TISTR 687,
Escherichia coli ATCC 25922, S. aureus TISTR 517, Candida albicans
ATCC 10231, y Saccharomyces cerevisiae TISTR 5343). La actividad
antibacteriana se analizé a través de CMI en una placa de 96 pocillos. Los
resultados fueron: Todas las muestras de propdleos presentaron una
actividad antimicrobiana significativa frente a bacterias grampositivas
(Staphylococcus aureus, S. epidermidis y S. aureus resistente a
meticilina). Mientras que, contra bacterias gramnegativas y levaduras era
inferior. Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p-valor
< 0,001) entre los extractos de propdleos tailandeses debido a su
actividad de eliminacién de radicales libres DPPH y contenido fendlico
total. Los perfiles quimicos de GC/MS de todas las muestras de propdleos
demostraron una composicion similar, pero, con diferente proporcion de
azucares y derivados de azlcar, triterpenos y lipidos, siendo la muestra
(Phayao) la que presentdé mayor actividad antibacteriana. Ademas, el
perfil quimico mostr6 que pertenecia al tipo de propoleo tropical,
procedente principalmente del mango (mangifera indica). Los autores
concluyeron: los extractos etandlicos tailandeses poseen importantes
propiedades antimicrobianas, especialmente contra S. epidermidis.
Proporcionando informacion util para la futura estandarizacion del
propoleos tailandés?®. Este estudio fue importante para esta investigacion,
ya que aporto datos interesantes acerca del evento de estudio escogido

por los autores de esta investigacion.



Antecedentes histdricos

Durante los ultimos afios se han publicado muchas investigaciones
acerca de la composicion quimica, la actividad biolégica y los usos
farmacoldgicos y terapéuticos del propdleo. Sin embargo, existe evidencia
histérica que el uso del propdleo y el reconocimiento de sus propiedades
antisépticas es antiguo y se remonta al menos a 300 a. C, cuando se
utilizaron sus propiedades resinosas en el embalsamiento de cadaveres
por los egipcios, asi como para sanar heridas, llagas y Ulceras por los
antiguos griegos a quienes se les debe el nombre del propdleo y los
romanos quienes lo utilizaron como medicina de emergencia para las
heridas causadas durante la guerra. Aristoteles lo recomendé como
antiséptico para tratar abscesos y heridas, asi como también Discorides,
Plenio, Galeno y los médicos arabes.?3 25

Las investigaciones sobre la composicién del propdleo se iniciaron a
principios de 1900, debido a las dudas acerca del origen vegetal que
presentaban los primeros observadores de las abejas. El primer trabajo
cientifico se public6 en 1908, donde Helfenberg menciona que la
composicion del propdleo varia con su origen al observar que las abejas
obtuvieron propéleos de las ramas de capullo y hojas de los abedules,
fresnos y balsamos. Posteriormente se confirmd el origen vegetal del
propdleo en una investigacion publicada por Rosch en 1927 y que luego
seria convalidada por Vansell y Bisson afios después cuando examinaron
el prop6leo como un subproducto contaminante de la cera de abejas que
no tenia valor de mercado, en su trabajo publicado en 194023,

No obstante, el reconocimiento del propéleo como una alternativa en el
tratamiento de problemas de salud no generoé interés sino hasta los afios
1950 y 1960 cuando se comenzé a utilizar sus propiedades en diversas
patologias y dolencias con resultados satisfactorios en la antigua Union
Soviética y Europa del Este %4

Debido a esto, en 1979 fue publicado por Ghisalberti?® el primer articulo

de revisidén acerca de la composicion quimica del propdleo, llegando a la
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conclusion de que éste no deberia ser recomendado para fines
terapéuticos debido a los escasos estudios llevados a cabo hasta la
época, y teniendo como principal problema la variabilidad que presentaba
en su composicion quimica. El interés del propéleo como un producto
complementario importante en la medicina se increment6 a partir de 1980
en paises de Europa Occidental, en Norte y Sur América, asi como en
Japon y fue hasta 1985 cuando se produjo el primer anuncio importante
acerca del propéleo como una posibilidad prometedora en farmacologia
en ese pais?*. Dos décadas después habia una considerable informacion
sobre la composicion quimica y la actividad biol6gica del propdleo,
aunque lo referente a su aplicacion en la terapia apenas estaba
comenzando a cambiar®.

En el propdleo se han determinado mas de 180 compuestos diferentes
principalmente flavonoides a los que se les atribuye las propiedades
antioxidantes, inmunoestimulante, antiinflamatorio, antifingica, analgésico
antiviral y antibacteriana, esta ultima considerada una de las mas
importantes y mas estudiada en los Ultimos afios sobre una gran variedad
de cepas bacterianas® 26 27 Encontrandose mayor efectividad sobre las
bacterias grampositivas?® 2, por lo que diversos autores han centrado sus
estudios en los ultimos afios en el género S. aureus. El cual representa un
problema grave en materia de salud a nivel mundial debido a su
variabilidad, la rapida respuesta adaptativa frente a cambios del medio, y
su continua adquisicién de determinantes de resistencia antibiética. Lo
gue genera ineficiencia en el tratamiento de infecciones intrahospitalarias,
propagandose hasta la comunidad. Siendo el S. aureus resistente a
meticilina (SARM) el que presenta mayor importancia clinica®®.

Diversos autores han analizado en las ultimas décadas la efectividad
del propdleo frente a cepas de Staphylococcus aureus, obteniendo
resultados satisfactorios?”- 28, Las primeras investigaciones se publicaron
a mediados del afio 2000, y posteriormente se han ido incrementando,
con evidencias cada vez mas claras que demuestran la actividad

antibacteriana del propdleo frente a este género?’-*1, En Venezuela, las
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investigaciones con respecto a esta sustancia han ido en aumento
durante los ultimos afos. Para el afio 2012, Gil, Perelli, et al. Evaluaron la
tintura de propodleos proveniente de un apiario del Estado Cojedes sobre
bacterias enteropatogenas ATCC, demostrando que la tintura de
propéleos tiene actividad bacteriostatica y bactericida in vitro en las cepas
estudiadas. Evidenciando que el propdleos puede ser una alternativa en
el tratamiento de infecciones causadas por estos patégenos2.

Otro estudio es llevado a cabo en el afio 2015, por Gil, Gonzales, et al.
Quienes demuestran mediante una investigacion realizada en la Facultad
de Medicina de la Universidad de los Andes la existencia de actividad
antibacteriana de extractos etandlicos de propéleos venezolanos y
europeos frente a cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.
Observando un efecto bacteriostatico y bactericida de todos los extractos
en ambas bacterias, alcanzando su actividad a una concentracion mas
baja en bacterias grampositivas y cotejando la calidad de los propéleos
venezolanos con la de los europeos. Sin embargo, aun existen pocos
estudios realizados en el pais respecto al tema, debido al
desconocimiento acerca de este producto recolectado por las abejas y
sus propiedades farmacoldgicas?®.

Bases tedricas

Aproximacién teérica sobre los metabolitos secundarios de las

plantas

Las funciones metabdlicas, universalmente reconocidas, que
realizan las plantas son necesarias para su funcionamiento, y se les ha
denominado en conjunto: metabolismo primario. Pero, a diferencia de
otros organismos, las plantas son poseedoras casi exclusivas de otras
rutas metabolicas a través de las cuales sintetizan una amplia gama de
sustancias que no parecen tener una funcion directa en procesos de

crecimiento, desarrollo o0 reproduccion, llamadas: metabolitos
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secundarios!?. Los metabolitos secundarios son compuestos que derivan

del metabolismo primario y difieren de estos. Segun Avalos (2009) en su

trabajo sobre los metabolitos secundarios expreso:
Los metabolitos secundarios ademas de no presentar una funcion
definida en los procesos mencionados, difieren también de los
metabolitos primarios en que ciertos grupos presentan una
distribucion restringida en el reino vegetal, es decir, no todos los
metabolitos secundarios se encuentran en todos los grupos de
plantas. Se sintetizan en pequefias cantidades y no de forma
generalizada, estando a menudo su produccion restringida a un
determinado género de plantas, a una familia, o incluso a algunas
especies.

Se considera que mas de 100.000 metabolitos secundarios son
producidos por las plantas. Aproximadamente, 1600 estructuras quimicas
nuevas se describen cada afo, la mayoria de ellas con actividad
biolégica. Muchos de ellos forman parte de los mecanismos de defensa
contra herbivoros, virus, hongos y bacterias. Algunos tienen funcién
fisiologica, ecoldgica y, ademas, son una fuente importante de principios
activos de medicamentos y de valiosos productos quimicos empleados en
la industria cosmética, alimentaria y farmacéutica. De manera muy
general, los metabolitos secundarios han sido clasificados en tres grandes
grupos de acuerdo a su origen biosintético: fenoles, terpenos y

compuestos nitrogenados'® 11,

Aproximacion tedrica sobre los tipos de fitoquimicos presentes en

las plantas

Los terpenos, fenoles y compuestos nitrogenados son fitoquimicos
0 compuestos secundarios presentes en las plantas. Los terpenos
también llamados terpenoides o isoprenoides, presenta una unidad
estructural formada por un compuesto de cinco atomos de carbono

llamado Isopentenil pirofosfato, el cual es rapidamente interconvertido a

13



dimetilalil pirofosfato. El nombre de isoprenoides fue dado porque estos
compuestos se descomponen a temperaturas altas y producen isopreno.
Este grupo a su vez se divide de acuerdo al numero de unidades de
isopreno que presenten en monoterpenos (dos unidades de isopreno),
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos y politerpenos. Es
importante resaltar que estos compuestos presentan actividades
biolégicas muy diversas'?.

Por otra parte, los compuestos fendlicos, fenoles o polifenoles, son
sustancias que poseen al menos un anillo aromatico con un radical
hidroxilo sustituyente en su estructura quimica, es decir un grupo fendlico.
En este grupo se incluyen: los acidos fendlicos, cumarinas, taninos y
flavonoides; estos ultimos son los mas abundantes y diversos, pues
presentan la distribucion méas amplia en el reino vegetal. Pueden
encontrarse unidos a un glucésido, de esta manera los flavonoides
poseen un anillo de benceno condensado con un anillo heterociclico de
seis miembros que presenta un anillo fenil como sustituyente en la
posicion 2. También pueden encontrarse sin residuo de azucar en su
molécula. La diversidad quimica de los flavonoides se debe, en su
mayoria, a diferencias en el nivel de oxidacion del anillo heterociclico o a
los diferentes patrones de hidroxilacion, glicosilacion, metilacién,
acilacion. Esto permite clasificarlos en cinco diferentes tipos: flavanonas,
dihidroflavonoles, dihidrochalconas, flavanos y flavanoles. Las
aplicaciones farmacéuticas de estos compuestos son amplias, desde
antibacterianos, antioxidantes, antitumorales, entre muchas otras!® 12,

En cambio, los compuestos nitrogenados son quimicamente muy
heterogéneos, este grupo lo conforman principalmente los alcaloides y
glucosidos cianogénicos. Los alcaloides son una amplia familia de
compuestos que tienen mas de 15.000 metabolitos secundarios. Ademas,
contienen al menos un a&tomo de nitrégeno en su molécula, son solubles
en agua y exhiben actividad biolégica. Especificamente, en los seres
humanos generan respuestas fisioldgicas y psicolégicas, la mayoria,

como consecuencia de su interaccibn con neurotransmisores. Por otra
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parte, los glucésidos cianogénicos son considerados los metabolitos

secundarios con mayor relacién con las funciones de defensa'®- 12,

Aproximacién tedrica sobre la actividad antibacteriana del propéleo

La actividad antibacteriana del propdleo se le atribuye a su
composicidon quimica, la cual es bastante compleja y depende
basicamente de las fuentes vegetales donde se originaron y de la funcién
especifica dentro de la colmena® 3. Basicamente, estd compuesto por:
30-40% de cera de abejas, 5-10% de aceites esenciales o volatiles y
acidos aromaticos, 5% de polen y 5% de materiales diversos (organicos y
minerales); el otro 50% se compone de fenoles, principalmente
flavonoides. A estos Ultimos se les atribuyen las propiedades
farmacoldgicas, acompafiados de acidos fendlicos y ésteres, aldehidos,
cumarinas, cetonas?’: 31,

Esta compleja composicion le confiere, al propodleo, la capacidad
antibacteriana que posee. Esta es una de las primeras propiedades
constatadas en multiples estudios bacteriolégicos realizados in vivo e in
vitro frente a varias cepas bacterianas aerobias y anaerobias. Ademas,
confirma su accién bacteriostatica y bactericida®. Entre otros aspectos, se
ha demostrado que los extractos de propoleos potencian la accién de los

antibioticos®: 28,

Figura 1. Estructura quimica basica de los flavonoides=:.

Nota. El esqueleto flavondlico presenta, en su estructura, al menos 3 hidroxilos. Esta
compuesto por 2 anillos de fenilo (A, B) unidos por un anillo C. Los flavonoides se
encuentran en frutas, verduras, semillas y flores. Se ubican principalmente en las hojas
de las plantas
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Aproximacion tedrica sobre los mecanismos de resistencia a los

antimicrobianos en bacterias

La resistencia a los antimicrobianos se define como la capacidad de
los patdgenos de resistir la acciébn de uno o varios antimicrobianos; en
consecuencia, dejan de ser efectivos!®. Sin embargo, los
microorganismos pueden ser resistentes de forma natural a ciertos
antimicrobianos (mecanismo permanente, determinado genéticamente).
También, pueden adquirir esa resistencia por mutacién o adquisicion de
genes de resistencia (plasmidos, transposones e integrones) 3. En tal
sentido, queda claro que las bacterias han desarrollado diversos
mecanismos para eludir las principales defensas antibacterianas, siendo
los mecanismos de resistencia adquiridos y transmisibles, los de mayor
importancia clinica®.

Desde el punto de vista molecular y bioquimico se puede abordar la
resistencia natural y adquirida, clasificandolas en tres mecanismos
bésicos. Los mecanismos de resistencia son: inactivacion del antibiético,
alteraciéon del sitio blanco del antibiético y alteracién de las barreras de
permeabilidad. Por medio de estos mecanismos las bacterias pueden
adquirir resistencia a los antibioticos, impidiéndoles ejercer su mecanismo
de accion.

La inactivacion del antibidtico por destruccién o modificacion de la
estructura quimica, es un proceso molecular que se caracteriza por la
produccion de enzimas capaces de alterar o destruir la estructura del
antibiético, ocasionando que este pierda su funcionalidad®* 5. Tal es el
caso de las B-lactamasas (proteinas capaces de hidrolizar el anillo B-
lactamico), eritromicinaesterasa (cataliza la hidrdlisis del anillo de lactona
del antibiético). Entre las enzimas que se encargan de alterar o modificar
la estructura del antibidtico se encuentran: la cloranfenicol
acetiltransferasa, las enzimas modificadoras de los aminoglucosidos,

lincosamidas y estreptograminas. El mecanismo de accion de estas
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enzimas se produce a través de reacciones de acetilacion, adenilacién y
fosforilacion 26,

La resistencia bacteriana causada por la alteracion del sitio blanco
donde actua el antibidtico, se basa en la modificacion de algunos sitios
especificos de esta célula procariota, tales como: la membrana celular,
pared celular, ribosomas. Indudablemente, estas modificaciones impiden
o dificultan la accion del antibiotico. Entre ellas, las alteraciones a nivel del
ADN girasa (mutacion de los genes GyrA GyrB, ofrecen resistencia a las
quinolonas), a nivel ribosomal ocurren cambios en las subunidades 30S y
50S, los cuales confieren resistencia a los aminoglucésidos, macrolidos,
tetraciclinas y lincosamidas. Entre otras, las alteraciones de las enzimas
PBPs (proteinas de union a la penicilina) necesarias para la formacion de
la pared celular, alteran su sintesis34. Otro mecanismo de resistencia esta
representado por la alteraciéon en las barreras de la permeabilidad. Dicha
alteracion se debe a modificaciones que se dan en los receptores
bacterianos especificos para los antimicrobianos, o por alteraciones
estructurales en los componentes de la membrana o la pared celular que
impiden la llegada del antibidtico al punto diana. En consecuencia, la
alteraciéon de la permeabilidad se expresa mediante la perdida de la
capacidad de transporte activo a través de la membrana celular. También,
por la expresion de las bombas de eflujo, las cuales se activan en el

momento en que el antibiético entra a la célula bacteriana3+3.

Aproximacion tedrica sobre los mecanismos de resistencia a

meticilina en Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus o estafilococo dorado fue identificado por
primera vez por Alexander Ogston, en 1880, como agente causal de
diversas lesiones inflamatorias. Este coco grampositivo ha desarrollado
una resistencia a los antibidticos a velocidad acrecentada, después de
gue se introdujera la penicilina, siendo infima la proporcion de cepas que

aun presentan sensibilidad frente a este antibiético'®. Esta resistencia es
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causada, inicialmente, mediante un mecanismo enzimatico llevado a cabo
por la enzima penicilinasa; la cual hidroliza el anillo B-lactamico de la
penicilina. La informacién genética para su codificacion se encuentra en
un plasmido trasmisible, lo que facilita la rapida diseminacion de
resistencia entre los estafilococos#15.

Posteriormente, se incluyeron las penicilinas semi-sintéticas (Meticilina
y Oxacilina) para el tratamiento de infecciones por esta bacteria
productora de betalactamasas!®>. Sin embargo, un grupo de
Staphylococcus aureus desarrollé un nuevo mecanismo que le confirié la
resistencia a la meticilina. Este mecanismo consiste en la adquisicion de
un gen (mecA) que codifica una nueva proteina, la cual se une a la
penicilina, (PBP2’)'4. La meticilina, asi como otros antibiéticos
betalactdmicos, tiene la capacidad de unirse a las proteinas de unién de
la penicilina (enzimas responsables de la construccion de la pared de
peptidoglucano) y de esta manera provoca la destruccion de la bacteria.
Esta modificacion en la estructura de su proteina ligadora o fijadora a la
penicilina, impide que la meticilina pueda adherirse y ejercer su accion de
bloguear la enzima transpeptidasal4 1.

El mecanismo mediado ‘por el gen mecA, ademas de conferirle
resistencia absoluta contra las penicilinas semi-sintéticas y cefalosporinas
de primera y segunda generacion, hace inutiles a todos los
betalactamicos, incluyendo cefalosporinas de tercera y cuarta generacion
y los carbapenemos. Adicionalmente, esta resistencia se extiende
también a otras familias de antibidticos como las quinolonas vy
lincosamidas, lo que ha ocasionado una decadencia en el arsenal
terapéutico de las infecciones producidas por estos cocos grampositivos.
Este grupo de Staphylococcus aureus resistente a meticilina se engloba

bajo el acrénimo SARM?™®.
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Andlisis de la actividad antibacteriana del propoleo

El estudio de la actividad antibacteriana del propdleo puede llevarse
a cabo mediante una variedad de métodos de determinacion de
resistencia. Los cuales permiten, observar la respuesta de un
microorganismo a una o varias sustancias antimicrobianas. Sin embargo,
para efectuar el andlisis de la actividad antibacteriana del propéleo es
necesario purificar previamente dicha sustancia con solventes de
extraccion para eliminar el material contaminante, originado por diversos
factores®’. De esta manera, se obtiene un mejor efecto de las propiedades

atribuidas a su composicién quimica.

Obtencion del extracto etandlico de Propdleo

El propdéleo a causa de su composicidbn quimica posee una gran
variedad de propiedades bioldgicas y farmacoldgicas, que ha generado un
incremento en el estudio de este producto. Sin embargo, el propdleo no
puede ser utilizado como material en bruto, sino que debe ser purificado
para eliminar el material no deseado y conservar la fraccion activa. Esta
técnica se realiza mediante extraccién con disolventes en multiples etapas
para obtener el extracto de propdleo rico en componentes fendlicos, sin
parafina y otros contaminantes; tomando en cuenta que asi se logra un
mejor efecto de sus propiedades®.

La mayoria de los productos generados del propéleo que se
encuentran disponibles comercialmente como capsulas, tabletas,
ampollas y jarabes, se basan en la extraccion por etanol. La cual consiste
en pesar cierta cantidad de propoleo (esto va a depender de la
concentracion que se quiera obtener) al que se le adiciona 100 mL de
etanol; se deja en reposo por espacio de varios dias (generalmente de 8-
12) con agitacion ocasional y protegido de la luz con una cubierta a
temperatura ambiente. Al final del reposo los extractos se filtran y se

colocan en alicuotas, manteniéndose refrigerados y protegidos de la luz,
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de esta manera se obtienen los extractos etandlicos de propoleos a

diferentes concentraciones?8: 21,

Procedimientos para analizar la actividad del propdleo

Método de Difusién de Disco en Agar

Esta técnica consiste en la difusibn de un antibiético (sustancia
antimicrobiana que se desea estudiar) en un medio de agar solidificado en
una placa de Petri. El cual ha sido previamente inoculado con el
microorganismo de prueba o modelo bien establecido (cepa ATCC) con
una concentracion igual a la del estandar 0,5 de Mc Farland; durante un
periodo de incubacién de 18 a 24 horas. En este lapso de tiempo el
microorganismo es inhibido dentro de la zona de difusion del antibidtico,
en un area circular; los halos formados son medidos y analizados de
forma estadistica para determinar la potencia relativa de la sustancia

antimicrobiana3®: 39,

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Esta prueba consiste en determinar la concentracion minima del
agente antimicrobiano que es capaz de inhibir completamente la
multiplicacion del microorganismo. Puede llevarse a cabo a través de
distintos métodos: microdilucién, microtitulacion o difusion del disco en
agar. El valor de esta concentracion permite analizar la actividad de los
antimicrobianos a bajas concentraciones (presenten alta potencialidad
biologica) para evitar toxicidad a efectos secundarios. En funcién a esta
concentracion se clasifica la sensibilidad de un microorganismo a una

sustancia antimicrobiana“? 15,
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Lectura del antibiograma con discos impregnados con los extractos

de propodleos

Consiste en observar la respuesta del microorganismo probado al ser
sometido bajo las condiciones del ensayo a discos impregnados con el
extracto etandlico de propdleo. Categorizando dicho resultado como
sensible o resistente, variando las concentraciones del extracto*!. De esta
manera, considerar las posibilidades de éxito en la obtenciéon de nuevos
productos para uso terapéutico de infecciones causadas por este
patdégeno.

Definicion Operacional de Términos

Actividad antibacteriana in vitro

La actividad antibacteriana in vitro consiste en analizar mediante
técnicas de susceptibilidad antimicrobianas (dilucién en caldo o difusién
en agar, entre otras) la capacidad que posee una sustancia de suprimir el
crecimiento y desarrollo de un microorganismo o destruir dichas cepas a
bajas concentraciones. Generalmente se analiza en un ambiente
controlado o en un tubo de ensayo y fuera de un organismo vivo (in vitro),
esto debido a que los estudios in vitro pueden arrojar resultados poco

exactos? %,
Actividad Bacteriostatica
Se define como el valor de la actividad antimicrobiana que es capaz de
inhibir el crecimiento de un microorganismo. Se determina in vitro al

enfrentar una concentracion conocida de microorganismo con una serie

de diluciones de antimicrobiano4.
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Actividad Bactericida

Es el valor de la actividad antimicrobiana capaz de destruir un
determinado microorganismo. Se determina in vitro enfrentando una
concentracion estandar de un microorganismo con diluciones seriadas de

un antimicrobiano*

Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La concentracion minima bactericida evalia la menor concentracion
del antimicrobiano estudiado que es capaz de destruir un inéculo de
bacterias, después de incubarse por 18-24 horas. Es también
denominada concentracion minima letal (CML) debido a que la minima
concentracion del agente antibacteriano permite sobrevivir menos del 0,1

% del indculo inicial*.

Operacionalizacién de las Variables

Para operacionalizar el sistema de variables o el evento de estudio
con el respectivo criterio de andlisis, es necesario la definicion conceptual
y la operacional de las mismas*?. En tal sentido, las variables se
operacionalizaron con el fin de identificar elementos y datos empiricos
gue expresan su presencia. En esta investigaciéon se operacionalizaron
las variables cualitativas nominal y ordinal y la variable cuantitativa
continua. El nivel de medicién fue nominal, ordinal y de razéon y los
indicadores derivaron de las bases tedricas. El proceso de la
operacionalizacion de las variables se llevé a cabo con la finalidad de que

los objetivos propuestos fuesen alcanzados.
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Cuadro 1. Operacionalizacién de la variable actividad antibacteriana
in vitro de los extractos etandlicos de los propd6leos de diferente

procedencia.

1.Variable 2.Definicion conceptual 3.Definicién operacional
¢Qué es? ¢Cémo se mide?

La actividad antibacteriana | La actividad antibacteriana
Actividad antibacteriana | in  vitro consiste  en | de los extractos etandlicos de
in vitro de los extractos | analizar la capacidad que | propdleos se puede analizar
etandlicos de propdleos | posee una  sustancia | mediante el método de
(extractos etanodlicos de | difusion de disco en agar
propoéleos) de suprimir el | (método de Kirby-Bauer) en
crecimiento y desarrollo de | cepas de Staphylococcus
un  microorganismo 0 | aureus resistente a meticilina.
destruir dichas cepas a | También, a través de la CMI

bajas concentraciones. | de las diferentes
Mediante  técnicas de | concentraciones de los
susceptibilidad extractos mediante diluciones
antimicrobianas?. seriadas.
4.Dimensiones 5.Indicador
1. Sensible. Tamafo del halo de
Inhibicién

2. Resistente.

Fuente: Jaimes, Jaimes, Hernandez y Longa (2019)
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Cuadro 2. Operacionalizacion de la variable procedencia de los

extractos etandlicos de los propdleos de diferente procedencia.

1.Variable

2.Definicién conceptual
¢, Qué es?

4.Definicion operacional
¢Como se mide?

Procedencia de los
extractos etandlicos de los
propoleos

La procedencia del propéleo

depende del area
geogréfica donde fue
formado, en
correspondencia con las

plantas y las abejas que
participaron en su
formacion.

La procedencia del
propdleo se registra
reconociendo el area
geografica de la cual

procede. Esto podria influir
en la variedad de su
composicion.

4.Dimensiones

5.Indicador

Propdleo 1 procedente de
Tabay

Propdleo 2 procedente de
Tachira

Propdleo 3 procedente de
Mérida

La zona geogréafica de procedencia

Fuente: Jaimes, Jaimes, Hernandez y Longa (2019).
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Cuadro 3. Operacionalizacion del criterio de anélisis Método de Kirby

Bauer para medir la sensibilidad de las cepas de Staphylococcus

aureus resistentes a meticilina.

1.Criterio de analisis

2.Definicién conceptual
¢ Qué es?

4.Definicién operacional
,Coémo se mide?

Método de Kirby Bauer

Consiste en la difusion de
un disco con la sustancia
antimicrobiana que se

El método de Kirby Bauer se
lleva a cabo inoculando el agar
con el microorganismo de

desea evaluar en agar
solidificado (Mueller
Hinton), previamente
inoculado con el
microorganismo de prueba
con una concentracion
ajustada al 0,5 de la escala
de McFarland?8,

prueba con una concentracion
igual a la del estandar 0,5 de
Mc Farland, estridndose en
forma paralela y compacta, de
tal manera que abarque toda la
superficie del agar, repitiendo el
proceso rotando la placa 60° en
dos oportunidades mas, se deja
secar por 5 minutos y se
procede a colocar los discos.
Posteriormente, se incuba a 37
°C por 24 horas, transcurrido

ese tiempo se procede a

realizar la lectura de Ila
prueba“s.
4Dimensiones 5.Dimensiones
6.Indicador

Sensible Tamafo del halo de inhibicion

Resistente

Fuente: Jaimes, Jaimes, Hernandez y Longa (2019).

Objetivos de la investigacion

Objetivo general

Comparar las diferencias y semejanzas entre la actividad
antibacteriana in vitro y los extractos etandlicos de 3 tipos de propéleos
frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, en el
Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Lcda. Luisa
Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de

Los Andes, desde Junio de 2019 hasta Diciembre de 2022.
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Objetivos especificos

» Examinar la actividad antibacteriana in vitro de extractos etandlicos
de propoleos de diferentes procedencias en correspondencia con
el método de Kirby Bauer, en cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina.

» Interpretar la actividad antibacteriana in vitro de los extractos
etandlicos de propdleos de diferentes procedencias en
correspondencia con el tamafio de los halos de inhibicion del
crecimiento bacteriano, en cepas de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina.

» Comparar las diferencias y semejanzas entre los halos de
inhibicién del crecimiento bacteriano y los extractos etandlicos de
propbéleos de diferentes procedencias, frente a cepas de

Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion

Segun Hurtado (2010), toda investigacidbn expresa caracteristicas
esenciales propias, y una manera muy particular de llevar a cabo el
proceso. Por lo que cada tipo de investigacion abarcara un grado de
complejidad y tendra estrecha relaciéon con el objetivo de la misma“*. La
presente investigacion correspondié por su naturaleza con una
investigacibn de tipo comparativa, cuya intenciéon fue comparar las
diferencias y semejanzas entre la actividad antibacteriana in vitro y los
extractos etandlicos de 3 tipos de propoleos frente a cepas de

Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina.
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Disefio de investigacion

Segun Hurtado (2010), el disefio de investigacion se basa en las
estrategias utilizados para llevar a cabo la recoleccion y organizacion de
los datos, de manera que permitan alcanzar el objetivo planteado?. En tal
sentido, el disefio de investigacion permite orientar al investigador sobre
gue observaciones hacer, en qué momento del tiempo hacerlas y cuantos
eventos observar. Al respecto, el disefio de investigacion debe precisar
criterios comunes tales como: cuando, donde, cuanto. El disefio de esta
investigacion de acuerdo con el origen de la informacion fue de laboratorio
debido a que los datos se recolectaron en un ambiente artificial, creado:
en el Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Lcda.
Luisa Vizcaya”. Con respecto a la temporalidad en la que se obtuvieron
los datos, esta investigacion tuvo un disefio contemporaneo,
transeccional, porgue los datos fueron recolectados en el presente y en
un solo momento del tiempo. Ademas, tuvo un disefio no experimental
porque no se manipularon y controlaron las variables. Por lo tanto, el
presente estudio tuvo un disefio contemporaneo, de laboratorio, no

experimental, transeccional y unieventual.

Poblacién y muestra

Unidad de Investigacion

En toda investigacion es necesario determinar el universo donde se
llevar4 a cabo la investigacion, asi como el contexto al cual se dirigira la
atencién del investigador. Se plantea entonces que una poblacién es un
conjunto de elementos conocidos o desconocidos con caracteristicas
comunes denominadas criterios de inclusién, para los cuales seran
extensivas las conclusiones del estudio. De tal manera, el conjunto
representativo y finito que se extrae de la poblacion accesible es lo que se

considera como muestra*?. La unidad de investigacion del presente
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estudio se tipificé como finita y accesible, ya que estuvo representada por
cepas aisladas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
procedentes de varios Laboratorios clinicos y dos cepas de referencia
internacional conservadas en el Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios “"Lcda. Luisa Vizcaya™ de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Seleccion del tamafio de la muestra

Segun Hurtado (2010), determinar el tamafio de la muestra es un
aspecto importante, se debe seleccionar de tal manera que las
caracteristicas de la misma sean representativas, con respecto al resto de
la poblacién*?. En este estudio la “n” muestral estuvo representada por 23
cepas aisladas de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
Ademas, se incluyeron: 1 cepa ATCC de Escherichia coli como control
negativo y 1 cepa de Staphylococcus aureus como control positivo.

Sistema de variables

Las variables que guardan relacién con el objetivo planteado en esta
investigacion, y a su vez, permitieron corroborar la relacion del fenémeno
de estudio en la unidad de investigacion, fueron las siguientes: actividad
antibacteriana in vitro con sus 2 categorias (sensible resistente),
procedencia de los extractos etandlicos de propéleos con sus 3
categorias (Tabay, Rubio, Meérida). Estas variables no fueron

sistematizadas porque esta investigacion no fue confirmatoria.

Procedimientos de la investigacion

Obtencidén de los extractos etanélicos de propoéleos
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Las tres muestras de propdleos utilizadas en el presente estudio se
encontraban almacenadas a temperatura ambiente y protegidas de la luz
con papel aluminio en el Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y
Urinarios “Lcda. Luisa Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis
de la Universidad de Los Andes. Estas fueron preparadas utilizando
etanol al 97% mediante maceracion en frio de acuerdo a la metodologia
descrita por Andrade (2012). Se utilizd una proporcion 3:10 de propdleo
bruto y etanol, con una variacion en la pureza del etanol.

De acuerdo al registro de procedencia de dichas muestras, se pudo
conocer que todas eran originarias de la region andina del pais. La
muestra uno fue recolectada en la poblacién de Tabay estado Mérida,
Venezuela mediante el método de raspado con espatula metdlica. La
recoleccion de la segunda muestra se realiz6 en una localidad de Rubio
estado T&chira. Mientras que la tercera muestra se obtuvo en un puesto

de ventas de productos apicolas en la ciudad de Mérida.

Reactivacién de las cepas de referencia internacional (ATCC)

Las cepas ATCC de Escherichia coliy ATCC de S. aureus resistente a
la meticilina fueron reactivadas en caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI) a
37 °C por 24 horas. Posteriormente, se cultivaron en agar Tripticasa Soya
al 3% en iguales condiciones de incubacion, con el fin de verificar la
pureza. Luego se realizaron las pruebas bioquimicas pertinentes para las

diferentes cepas.

Reactivacién de los aislados de Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina

Las cepas de SARM se reactivaron en caldo Infusion Cerebro
Corazon (BHI) a 37 °C por 24 horas. Posteriormente, se cultivaron en
Agar Nutriente en iguales condiciones de incubacion, a fin de verificar la

pureza. Luego se realizaron las pruebas clave para corroborar el género y
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la especie. Posteriormente, se analizé la resistencia a la meticilina de
dichas cepas, mediante una prueba en agar Mueller-Hinton, en la cual se
colocé un disco de Cefoxitin para confirmar la resistencia de las cepas en

estudio.

"

a. Reactivacion de las cepas SARM en caldo BHI. b. Cepas SARM en Agar
Nutriente. c. Fermentacion del manitol. d. Prueba de resistencia al cefoxitin en
agar Mueller-Hinton.

Figura 2. Reactivacion de los aislados de Staphylococcus aureus

resistente a la meticilina.
Preparacion de los discos

Los discos de 6mm de didmetro fueron elaborados con papel de filtro,
los cuales se impregnaron con 20 pL de cada solucion de los extractos
preparados anteriormente. También se prepararon discos con Metanol
como controles negativos. Todos los discos fueron esterilizados bajo la
luz ultravioleta, durante 24 horas, en el Laboratorio de Sindromes
Gastrointestinales y Urinarios “Lcda. Luisa Vizcaya” de la Facultad de

Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

30



Figura 3. Preparacion de los discos impregnados con los extractos

de propéleo y etanol 97%.

Preparacién del in6culo

Para la preparacion del inéculo se tomaron 3 colonias a partir de un
cultivo fresco de cada cepa bacteriana. Estas colonias fueron inoculadas
en solucién salina estéril (0,85% NaCl). Luego se estandarizé la densidad

del in6culo en correspondencia con 0,5 del patron de Mc Farland.

Analisis de la actividad antibacteriana

El estudio de la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de
propodleo se llevd a cabo empleando el método de difusién de disco en
agar (Kirby-Bauer), segun la metodologia descrita por Velazco (2005). Las
cepas de estudio fueron: aislados de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina, una cepa ATCC de Escherichia coli (control negativo) y una
cepa ATCC de S. aureus (control positivo). Esta prueba fue realizada en
el Laboratorio de Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Lcda. Luisa
Vizcaya” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de
Los Andes.
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Se utiliz6 un hisopo estéril, el cual se sumergid en el inoculo
estandarizado en correspondencia con 0,5 de la escala de Mc Farland.
Luego se estrio la placa de agar Mueller Hinton en forma paralela y
compacta, abarcando toda la superficie. Se repitié el proceso rotando la
placa a 60° dos veces. Posteriormente, se dejo secar durante 15 minutos
antes de colocar los discos impregnados con el extracto de propoleo.
Seguidamente se colocaron los discos con una pinza anatoOmica esteéril
presionando suavemente sobre el agar para permitir su adherencia, tanto
los impregnados con el extracto de propdleo como los preparados con
metanol (control negativo). En cada placa inoculada con la cepa de
estudio y control (positivo y negativo) se colocaron los discos con los 3
tipos de propdleo y metanol. Seguidamente, se incubaron a 37 °C por un

lapso de 18-24 horas.

Lectura interpretada del antibiograma

La lectura del antibiograma se realizé después del tiempo de
incubacion previsto. El indicador clave fue el halo de inhibicién. Por eso,
se consideré medir la ausencia o presencia de dicho halo a través de una
regla milimetrada. Se determinaron dos posibles resultados: (1) presencia
del halo de inhibicién con el tamafio respectivo en milimetros; interpretado
como sensible, (2) ausencia del halo de inhibicién, leido como resistente.
No se consider6é punto de corte estandarizado porque no estd normado

por el Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI).

Disefo de Analisis de los Datos

El disefio de andlisis se debe seleccionar a partir del objetivo de la
investigacion y el disefio de la misma, con el fin de generar el
conocimiento nuevo que permita alcanzar el logro propuesto por el
investigador??. Los resultados obtenidos en esta investigacion fueron

analizados mediante un enfoque cuantitativo. Las caracteristicas que se
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midieron tuvieron como punto de partida su naturaleza cualitativa. Los
datos recolectados fueron interpretados mediante técnicas estadisticas
utilizando el programa SPSS, con el fin de confirmar la relacion causa-
efecto del problema planteado.

La recoleccion de los datos se hizo durante la fase interactiva de la
investigacion. El andlisis de los mismos fue realizado a través de un
enfoque cuantitativo, utilizando operaciones matematicas (Pallella y
Martins, 2011). El universo estadistico de este estudio estuvo
representado por todas las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
la meticilina aisladas en la ciudad de Mérida, en las cuales estaba la
caracteristica en estudio: actividad antibacteriana. A su vez, la poblacion
estadistica estuvo representada por el conjunto de valores de la
caracteristica en estudio. La muestra fue representada por el subconjunto
de valores de la actividad antibacteriana, cuyo indicador fue el halo de
inhibicion.

Las variables, caracteristicas en estudio, que se midieron tuvieron
como punto de partida su naturaleza cualitativa y cuantitativa. En
consecuencia, tuvieron una escala de medida nominal, ordinal y razon,
respectivamente. Los valores o datos fueron analizados a través del
disefio univariable, bicategorico y multicategérico, a través del sistema
SPSS (Statistical Package for the Social Science version 21.0). El
analisis estadistico se realizé en 1 fase: descriptiva: frecuencias simples y

porcentuales.

Variables estadisticas

Las variables estadisticas de esta investigacion fueron clasificadas
desde su naturaleza y escala de medida. El fin fue identificar el indicador
estadistico pertinente (Cuadro N° 4). Entre otros aspectos, estos

indicadores permitieron la interpretacion de los resultados.
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Cuadro N° 4. Variables estadisticas segun la naturaleza, escala de

medida e indicadores estadisticos.

Tipo de variable

Escala de medida

iabl o o - - . Indicador
Variables Cualitativa Cuantitativa Nominal | Ordina | Intervalo| Razd asiediEics
| n
Discreta | Continua
Actividad Frecuencias
antibacteriana absolutas, %
-Presente Si No No Si No No No
-Ausente
Actividad Frecuencias
antibacteriana absolutas, %
Sensible Si No No No Si No No
-Resistente
Tamafio del Frecuencias
halo de absolutas, %
inhibicion No No Si No No No Si Medidas de
posicion,
graficos caja
y bigote,
talloy hoja
Tipo de Frecuencias
propdéleo segln absolutas, %
procedencia Si No No No Si No No

Sistematizaciéon de los resultados

Los resultados fueron sistematizados a través de tablas, El fin de esta

sistematizacién fue contribuir con la interpretacion de los resultados. De

esta manera, se contribuyd con la respuesta al enunciado holopraxico. A

Su vez, se obtuvo el conocimiento nuevo formulado en el objetivo general

y sistematizado a través de los sublogros presentes en los objetivos

especificos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

En el presente estudio se analizaron 23 aislados clinicos de
Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SARM) procedentes de
varios laboratorios clinicos de la ciudad de Mérida. Ademas, se analizaron
2 cepas ATCC: una cepa de Staphylococcus aureus sensible a meticilina
(control positivo) y una de Escherichia coli (control negativo). El
procesamiento y analisis de las cepas se realizé en el Laboratorio de
Sindromes Gastrointestinales y Urinarios “Lcda. Luisa Vizcaya” de la

Facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

Distribucion de la muestra poblacional segun las variables:
crecimiento de las cepas en medio nutritivo, forma de la colonia,
color de la colonia, consistencia de la colonia y elevacién de la

colonia

Se analizaron las variables fenotipicas relacionadas con el crecimiento
en el medio nutritivo, forma de la colonia, color de la colonia, consistencia
de la colonia y elevacion de la colonia. El crecimiento en el medio nutritivo
presentd 3 categorias con las respectivas frecuencias absolutas vy
porcentuales: escaso (3/13.04%), moderado (5/21.74%), abundante
(15/65.22%). La forma de la colonia presenté 2 categorias: puntiforme
(5/21.74%) y circular (18/78.26%). Respecto al color de las colonias, esta
variable present6 4 categorias: amarillo (5/21.74%), amarillo-naranja
(2/8.70%), blanco (7/30.43%) y blanco hueso (9/39.13%). En cuanto a la
consistencia de la colonia, se presentaron 2 categorias: viscosa
(7/30.43%), cremosa (16/69.57%). La elevacion de las colonias present6
2 categorias: ligeramente convexa (14/60.87%) vy lisa (9/39.13%) (Tabla
1).
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Distribucion de la muestra poblacional segun las pruebas clave:

prueba de la catalasa y coagulasa

Se analiz6 la correspondencia de las cepas de estudio con la prueba
clave de la catalasa. Al respecto, se consideraron las siguientes
categorias: (1) catalasa positivo, (2) catalasa negativo. Asi mismo, se
analizo la correspondencia de las cepas de estudio con la prueba clave de
la coagulasa. Al respecto, se consideraron las siguientes categorias: (1)
coagulasa positivo, (2) coagulasa negativo. Todas las cepas fueron

catalasa y coagulasa positiva (Tabla 2).

Distribucion de la muestra poblacional segun la fermentacién del

manitol

Se analizd la correspondencia de las cepas en estudio con la
fermentacién del manitol. Al respecto, se consideraron las siguientes
categorias: (1) cepas manitol positivo, (2) cepas manitol negativo. Todas

las cepas fueron manitol positivo (Tabla 3).

Distribucion de la muestra poblacional segun la prueba de

susceptibilidad a la meticilina

Se analizé la susceptibilidad a la meticilina. Al respecto, se
consideraron las siguientes categorias: sensible y resistente. Todas las

cepas fueron resistentes a la meticilina (Tabla 4).

Susceptibilidad in vitro de los extractos etandlicos de propdleos en

cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

Se analizé la susceptibilidad de 3 muestras de propdleos segun la
procedencia (Pl/Tabay, P2/Tachira, P3/Mérida) en cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Para el patron de
susceptibilidad se consideraron las siguientes categorias: sensible y
resistente. Todas las cepas fueron resistentes a las 3 muestras de

propoleos. El control positivo solo fue sensible al propoleo 3 y el control
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negativo fue resistente a las 3 muestras de propoleos (Tabla 5 y 6, Figura
3).

Tabla 1. Distribucion de la muestra poblacional segun las variables:
crecimiento de las cepas en el medio nutritivo, forma de la colonia,

color de la colonia, consistencia de la colonia y elevacion de la

colonia.
Caracteristicas
Fenotipos de las colonias Fenotipica_s HRlEe
colonias
N° %
Escaso 3 13.04
gg?;igﬁ)”;i% Moderado 5 21.74
Abundante 15 65.22
Total 23 100
Puntiforme 5 21.74
Forma d_e la  Circular 18 78.26
colonia 1 23 100
Amarillo 5 21.74
Color d_e la Amarillo-naranja 2 8.70
colonia  gjanco 7 30.43
Blanco hueso 9 39.13
Total 23 100
Viscosa 7 30.43
Consistencia Cremosa 16 69.57
delacolonia Total 23 100
Ligeramente convexa 14 60.87
Elevacion de Lisa 9 39.13
lacolonia 4, 23 100

Nota. Entre las cepas reactivadas se observé la variedad de fenotipos de las colonias
gue crecieron en el agar nutriente. La mayoria de las cepas mostraron buen crecimiento.
Sin embargo, llama la atencion que 13,04 % de las cepas mostraron crecimiento escaso.
Probablemente son cepas disgdnicas que requieren mayor tiempo de incubacion para
crecer (48 horas), generalmente son mas pequefias y se asocian a mutaciones de la
cadena respiratoria. También, se asocian a osteomielitis crénica. (Cervantes et al.)**.
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Tabla 2. Distribucion de la muestra poblacional segun las pruebas

clave: catalasa y coagulasa.

Pruebas
Cepas Catalasa Coagulasa
Positiva Negativa Positiva Negativa
S01 1 - 1 -
S02 1 - 1 -
S03 1 - 1 -
S04 1 - 1 -
S05 1 - 1 -
S06 1 - 1 -
S07 1 - 1 -
S08 1 - 1 -
S09 1 - 1 -
S10 1 - 1 -
S11 1 - 1 -
S12 1 - 1 -
S13 1 - 1 -
S14 1 - 1 -
S15 1 - 1 -
S16 1 - 1 -
S17 1 - 1 -
S18 1 - 1 -
S19 1 - 1 -
S20 1 - 1 -
S21 1 - 1 -
S22 1 - 1 -
S23 1 - 1 -
Total 23 0 23 0

Porcentaje 100,00 0,00 100,00 0,00

Nota. Entre las cepas reactivadas se observé que todas fueron catalasa positiva, lo cual
indic6 que convierten el peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno. También fueron
coagulasa positiva, lo cual indic6 que las cepas producen la enzima extracelular que
coagula al plasma. Esta prueba es muy sensible y especifica para identificar cepas de
Staphylococcus aureus (Zandejas et al.)*.
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Tabla 3. Distribucion de la muestra poblacional segin la
fermentacidon del manitol.

Cepas Fermentacion del manitol

Positivo Negativo

So1
S02
S03
S04
S05
S06
S07
S08
S09
S10
s11
S12
S13
S14
S15
S16
$17
S18
S19
S20
s21
S22
S23
Total 0
Porcentaje 100,00 0,00

[

R R R R R R R R R R RR R R R R R R R R R @R

N
w

Nota. Entre las cepas reactivadas se observo que todas fermentaron el manitol. El agar
manitol salado es un medio selectivo para de Staphylococcus patégenos, debido a la
concentracibn de NACL (7,5%), sobretodo Staphylococcus aureus. Este coco
grampositivo produce acido en este medio, reaccionando con el indicador rojo fenol, el
cual en pH &cido cambia a color amarillo. Por eso, la colonias de Staphylococcus
patégenos evidencian color amarillo a su alrededor (Duran et al.)*. En las cepas
estudiadas este fenotipo estuvo presente.
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Tabla 4. Distribucion de la muestra poblacional segun la prueba de
susceptibilidad a la meticilina.

Cepa Susceptibilidad a meticilina
Sensible Resistente
S01 No Si
S02 No Si
S03 No Si
S04 No Si
S05 No Si
S06 No Si
S07 No Si
S08 No Si
S09 No Si
S10 No Si
S11 No Si
S12 No Si
S13 No Si
S14 No Si
S15 No Si
S16 No Si
S17 No Si
S18 No Si
S19 No Si
S20 No Si
S21 No Si
S22 No Si
S23 No Si

Nota. Entre las cepas reactivadas se observé que todas fueron resistentes a la
meticilina, lo cual revela que son cepas resistentes a todos los B-lactamicos incluyendo
cefalosporinas y carbapenem (Echavarria et al.)*”. Por lo tanto, esta cepas poseen
PBP2a codificada por el gen mecA presente en una isla gendmica de este coco
grampositivo (Perozo et al, Ruiz et al.)*® 4%, En este estudio se realizé una lectura
interpretada del antibiograma utilizando un antibiético marcador (Cefoxitin) para detectar
las cepas resistentes a la meticilina. Es importante resaltar que el disco de Cefoxitin es
un marcador sensible para la susceptibilidad a la oxacilina y meticilina; ademéas no es
afectado por la hiperproduccion de penicilinasa, la cual podria disminuir los halos de
inhibicién, dando un falso negativo.
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Tabla 5. Susceptibilidad in vitro de los extractos etandlicos de
propéleos en cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina.

Cepas Extractos etandlicos de Metanol
Propéleos® (control
P1 P2 P3 negativo)
S1 R R R R
S2 R R R R
S3 R R R R
S4 R R R R
S5 R R R R
S6 R R R R
S7 R R R R
S8 R R R R
S9 R R R R
S10 R R R R
S11 R R R R
S12 R R R R
S13 R R R R
S14 R R R R
S15 R R R R
S16 R R R R
S17 R R R R
S18 R R R R
S19 R R R R
S20 R R R R
S21 R R R R
S22 R R R R
S23 R R R R

8P1: Extracto etandlico de propdleo (Tabay). P2: Extracto etandlico de propdleo (Tachira). P3:
Extracto etandlico de propdleo (Mérida). R: Resistente. S: Sensible

Nota. Entre las cepas reactivadas se observd que todas fueron resistentes a los 3 tipos
de propdleo. También, mostraron resistencia al metanol (control negativo).
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Tabla 6. Susceptibilidad in vitro de los extractos etandlicos de

propoleos en cepas ATCC: Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Extractos etandlicos de Metanol
Propdleos® (control
Cepas negativo
P1 P2 P3
ATCC R R S R
Staphylococcus aureus
(control positivo)
ATCC R R R R

Escherichia coli
(control negativo)

8P1: Extracto etandlico de propdleo (Tabay). P2: Extracto etandlico de propdleo (Tachira). P3:
Extracto etandlico de propdleo (Mérida). R: Resistente. S: Sensible

Nota. Respecto a las cepas ATCC, el bacilo gramnegativo no mostré sensibilidad a los
tipos de propodleo. Mientras que el coco grampositivo mostré sensibilidad al propéleo 3,
procedente de Mérida.
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a. Cepa ATCC 25922 de Escherichia coli (control negativo). b. Cepa ATCC
25923 de Staphylococcus aureus utilizada (control positivo). c-d. Aislados
clinicos de SARM.

Figura 4. Actividad antibacteriana de los extractos etandlicos de

propéleos frente a las cepas ATCC y aislados clinicos Staphylococcus

aureus resistentes a la meticilina.
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Discusion

En el presente estudio se pretendi6 comparar las diferencias y
semejanzas entre la actividad antibacteriana in vitro y los extractos
etandlicos de tres tipos de propdleos de la especie Apis mellifera,
pertenecientes a la regiéon de los Andes venezolanos (Tabay, Téachira,
Mérida) frente a cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina. La actividad antibacteriana de los extractos se probé mediante
el método de difusion del disco contra 23 aislados clinicos de SARM
recolectados en la ciudad de Mérida. Al realizar el enfrentamiento contra
dichas cepas, los resultados revelaron que las cepas estudiadas no
presentaron sensibilidad ante ninguno de los extractos ensayados por
este método. Por lo tanto, no hubo diferencias entre la actividad
antibacteriana de los tres tipos de propdleos ante dichos
microorganismos, pues en el antibiograma no se observé halo de
inhibicion para ninguno de ellos.

De acuerdo a los resultados, se deduce que, probablemente, las
sustancias con actividad antibacteriana se encuentran en bajas
concentraciones en los extractos etandlicos de propodleos utilizados en
este estudio. Por esta razon, se puede inferir que no poseen actividad
antibacteriana sobre los aislados clinicos de Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina, segun el método utilizado en esta investigacion.

Este hallazgo difiere de lo reportado por otros autores, quienes
encontraron gue los extractos etanolicos de propdleos tienen accion ante
esta bacteria. Tal es el caso de Sanpa et al. (2017), quienes obtuvieron
resultados positivos al realizar un estudio con 5 muestras de propéleos
tailandeses de la misma especie de abejas. Estos autores observaron su
actividad frente a 10 microorganismos de prueba; entre ellos, una cepa
SARM DMST 20625. A su vez, encontraron concentraciones inhibitorias
minimas (CMI) y concentraciones bactericidas minimas (CMB) en un
rango de 0,06 a 32 mg/mL y 0,25 a 128 mg/mL, respectivamente. En tal

sentido, encontraron que todas las muestras de los extractos de
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propdleos tailandeses presentaron actividad antibacteriana significativa
frente a las bacterias estudiadas.

Asimismo, en otro estudio realizado por Fuentes et al. (2021), también
reportaron la presencia de actividad antimicrobiana de un extracto
etandlico de propdleos cubano (propol-5), frente a cepas de referencia y
aislados clinicos, entre los cuales destacan siete muestras de S. aureus
resistentes a meticilina. Los resultados de esa investigacion difieren,
también, con los obtenidos en este estudio, ya que evidenciaron actividad
antibacteriana en los siete aislados de SARM, demostrando asi la
efectividad del prop6leo ante este microorganismo.

Cabe considerar que las muestras utilizadas en estos ensayos tienen
origenes distintos a los utilizados por los autores de esta investigacion.
Por lo tanto, de acuerdo a lo descrito por diversos investigadores las
diferencias presentadas en la actividad antibacteriana ejercida por dichos
extractos, se presume, puede deberse a que existe una variacion en su
composicién quimica, lo que resulta relevante para una accion efectiva,
asi lo plantean Samara et al. (2011). Estas diferencias en la composicion
de los propdleos pueden estar determinadas por la variedad de la flora
predominante, existente en cada zona biogeografica de donde las abejas
recolectan la materia prima para producir los propodleos. En tal sentido,
factores como el clima, la época de cosecha y el origen geogréfico,
también afectan dicha composicion, asi lo refirieron Fuentes et al. (2021).
Por esta razén, es necesario identificar los compuestos quimicos
responsables de la actividad antibacteriana del propoleos de cada zona.
Sin embargo, en este estudio no se realizaron las pruebas respectivas
para su identificacién, ya que no formé parte del objeto de estudio.

Otra posible explicacion corresponde a los diferentes métodos
utilizados en los trabajos antes mencionados, los cuales difieren del
utilizado en esta investigacion y que podria influir en la variabilidad de los
resultados. Al respecto, Carrillo et al. (2010) refieren que la técnica mas
confiable para determinar las propiedades antimicrobianas de una

sustancia es la CIM en tubo (dilucién en caldo), puesto que ésta es
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considerada como una prueba mas sensible para probar la sensibilidad de
una bacteria frente a un antibacteriano.

No obstante, en otro estudio publicado por Grajales et al. (2021)
utilizaron nueve extractos de propéleos de abejas sin aguijon de
diferentes origenes, con una concentracion del 20% en accion individual y
combinado con ajo (Allium sativum). Los resultados revelaron actividad
antibacteriana solo en cuatro de los nueve extractos de propoleos
utilizados tanto individualmente como en forma combinada. Destacando
que la composicion quimica de cada propoéleos le confiere caracteristicas
especificas a cada uno, validando lo expuesto por otros autores en cuanto
a la influencia de la variabilidad en la composicién quimica con respecto a
las propiedades antimicrobianas de los propdleos, ademas de lo expuesto
anteriormente.

Por otra parte, en esta investigacion se prob6é la actividad
antibacteriana de los tres extractos etanolicos de propoleos en dos cepas
control (Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC
25923), en las cuales se observo que el bacilo gramnegativo no mostro
susceptibilidad ante ninguno de los extractos probados. Esta evidencia
puede relacionarse con los compuestos anfipaticos que operan como
bombas de expulsion de una gran variedad de sustancias presentes en
bacterias gramnegativas, asi lo expresaron Carrillo et al. (2010). Sin
embargo, S. aureus mostré halo de inhibicion frente a la muestra de
propdleo 3 procedente de Mérida, corroborando lo descrito por diversos
autores que afirman la actividad antibacteriana de los extractos etandlicos
de propoleos frente a este coco grampositivo.

En el mismo orden de ideas, Fernandez et al. (2021) compararon los
halos de inhibicion de ocho antibidticos y cuatro concentraciones de
propdleos en ensayo in vitro frente a un aislado clinico de Staphylococcus
aureus. Estos autores observaron actividad antimicrobiana de siete de los
ocho antibioticos utilizados (amikacina, cloranfenicol, tetraciclina,

penicilina, doxiciclina, ciprofloxacina y cotrimoxazol). Asimismo, las cuatro
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diluciones de propdleos causaron halos de inhibicion del crecimiento de
este microorganismo similares a los producidos por los antibiéticos.

En resumen, en esta investigacion no se encontraron diferencias entre
la actividad antibacteriana in vitro y los extractos etandlicos de los 3 tipos
de propodleos frente a las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina, puesto que en el antibiograma no se observo halo de inhibicion
en ninguna de las cepas SARM de las unidades de andlisis. Finalmente,
es importante considerar la dificultad existente al comparar los resultados
de diferentes estudios, debido a las distintas composiciones que
presentan los propoleos y a un gran numero de factores de correlacion
qgue podrian influir. Ademas, podrian influir los métodos utilizados para el
analisis de la actividad antibacteriana. En este sentido, es conveniente
realizar otras investigaciones en las cuales se consideren diferentes
variables, tales como: la composicion quimica y la bioactividad de los
extractos de propdleos por zonas geograficas, asi como los métodos
utilizados para analizar la actividad antibacteriana de tales extractos, con
el fin de obtener un conocimiento mas amplio con respecto a este

problema de investigacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Las conclusiones son las respuestas al enunciado holopraxico y a las
preguntas formuladas antes de cada objetivo especifico. Al respecto, las
conclusiones son:

1. No se encontraron diferencias entre la actividad antibacteriana in vitro y
los extractos etandlicos de los 3 tipos de propodleos frente a cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, ya que en el
antibiograma no se observd halo de inhibicion en ninguna de las cepas
SARM. Sin embargo, la semejanza entre todas las cepas frente a los
tipos de propdleo fue que en ninguna de ellas inhibié su crecimiento.

2. Se observé correspondencia entre la actividad antibacteriana in vitro de
extractos etandlicos de los 3 tipos propdleos de diferente procedencia con
el método de Kirby Bauer, en cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a la meticilina. Pues, este método reveld6 ausencia de inhibicion del
crecimiento de todas las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la
meticilina frente a los tipos de propdleo.

3. La lectura del antibiograma revel6 la ausencia de los halos de inhibicion
del crecimiento de las cepas SARM. Por lo tanto, todas las cepas SARM
fueron resistentes a los extractos de los propdleos de diferente

procedencia.
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Recomendaciones

Las recomendaciones derivan de las limitaciones identificadas durante
las fases operativas de la investigacion. Al respecto, se presentan las
siguientes recomendaciones:

1. Ante las situaciones de emergencia, como la pandemia Covid-19 o de
otra indole, es conveniente considerar estrategias que permitan mantener
activo el proceso de la investigacion. Aunque sea con un minimo
rendimiento, para evitar que la dinamica de la investigacion se altere con

consecuencias negativas.

2. Prever desde la fase de proyecto la busqueda continua de trabajos
previos que aseguren la disposicién de los respaldos de la investigacion;
aun cuando se retrasen en el tiempo, por motivos justificados, las fases
indagatorias. De esta manera, se evitaria el vencimiento de los trabajos

previos.

3. Mejorar el andlisis metodolégico de la literatura pertinente con la
investigacion, con el fin de identificar los diferentes procedimientos
utiizados por otros autores. Estos podrian servir para afrontar

positivamente alguna limitacién relacionada con los procedimientos.

4. Es conveniente hacer un estudio piloto, sobre todo cuando se utilicen

extractos que tengan mas de un afio de obtencion.

5. En el caso de la actividad antimicrobiana de un extracto es conveniente
respaldar el ensayo de laboratorio con los antibioticos estandarizados, los

cuales tienen punto de corte establecido.

6. Entre otros aspectos, es conveniente conocer la composicion quimica
de un extracto, al menos realizando pruebas cualitativas. Esto verificaria
gue el extracto tiene principios que aseguren su bioactividad.

7. Comparar las diferentes muestras de propéleos mediante el tamizaje

fitoquimico, con el fin de conocer los compuestos con mayor prevalencia
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en su composicion quimica. De esta manera, también se podrian
establecer las semejanzas y diferencias entre varias muestras de
propéleo: en cuanto a la composicién quimica y la bioactividad respectiva,

sobretodo la actividad antimicrobiana.

8. Es conveniente evitar el fomento de la literatura gris; por eso, este

trabajo conviene sea divulgado en una revista de publicacion primaria.

9. Fomentar un foro de discusion entre varios expertos con el fin de
discutir y argumentar los hallazgos obtenidos en esta investigacion;
especificamente, para identificar las probables variables que impidieron la

actividad antibacteriana de los propdleos utilizados.
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