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Actividad bacteriostatica y bactericida de la tintura de
propdleos sobre bacterias enteropatégenas
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RESUMEN

Actividad bacteriostatica y bactericida de la tintura de
propdleos sobre bacterias enteropatégenas

El propdleos es una sustancia resinosa que las abejas Apis
mellifera adultas producen para garantizar la total asepsia de la
colmena. Otras especies de abejas también producen propdleos.
Con el objeto de evaluar la actividad bacteriostatica y bactericida
in vitro de la tintura etanodlica de propdleos comercial al 70 %
v/v proveniente de un apiario del Estado Cojedes, Venezuela
sobre bacterias enteropatdogenas ATCC. Se utilizaron Salmonella
entérica subsp entérica serotipo paratyphi A, Salmonella entérica
subsp entérica serotipo paratyphi B Salmonella entérica subsp
entérica serotipo typhi, Shigella sonnei, Shigella flexneri, Yersinia
enterocolitica y Escherichia coli enterohemorréagica (O157:H7).
Las cepas mencionadas se expusieron a distintas concentraciones
de tintura de propdleos durante 24 horas para determinar la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima
Bactericida (CMB) utilizando el método de macrodilucion en tubos.
Resultados: Salmonella paratyphi A fue la Unica bacteria con
efecto inhibitorio total en agar BHI. En las demas bacterias se
evidencio efecto bacteriostatico parcial. Yersinia enterocolitica fue
la mas sensible con una CMI 4% y CMB 8 %, seguida por Shigella
sonnei, Salmonella paratyphi B, Salmonella typhi'y Escherichia coli
(0157:H7), con CMI 8% Y CMB 11% y finalmente Shigella flexneri
y Salmonella paratyphi A fueron las mas resistente con CMI 11%
y CMB 15%. Se demostré que la tintura de propodleos tiene efecto
bacteriostatico y bactericida in vitro en las cepas estudiadas y que
el etanol presente como solvente no es el responsable de tal efecto.

Palabras clave: tintura de propdleo, concentracidon minima
inhibitoria, ~ concentracion  minima  bactericida, bacterias
enteropatodgenas.

ABSTRACT

Bacteriostatic and bactericidal activity of propolis
tincture on enteropathogenic bacteria

Propolis is a resinous substance produced by adult bees Apis
mellifera to ensure complete asepsis of the hive. Other species of
bees also produce propolis. The aim of this study was to assess
the bacteriostatic and bactericidal activity in vitro of commercial
ethanolic tincture of propolis 70% v/v from an apiary in Cojedes
State, Venezuela on enteropathogenic bacteria ATCC. Used
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Salmonella enterica subsp enterica suptype paratyphi A, Salmonella
enterica subsp enterica suptype paratyphi B, Salmonella enterica
subsp enterica subtype typhi, Shigella sonnei, Shigella flexneri,
Yersinia enterocolitica, and Escherichia coli (O157:H7). The strains
mentioned were exposed to different concentrations of propolis
for 24 hours to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) using the
macrodilution method in tubes. Results: S. paratyphi A was the only
bacterium with a total inhibitory effect on agar BHI. In other bacteria,
a partial bacteriostatic effect was observed. Y. enterocolitica was
the most sensitive with a CMI 4% and CMB 8 %, followed by E.
coli (O157:H7). S. typhi, S. paratyphi B and S. sonnei with CMI 8%
and CMB 11% and finally S. flexneri and S. paratyphi A were the
most resistant with CMI 11% and CMB 15%. Results indicate that
propolis tincture has a bacteriostatic and bactericidal effect in vitro
in the strains studied, and that such effect is not due to the ethanol
present as solvent.

Key words: propolis tincture, minimum inhibitory concentration,
minimum bactericidal concentration, enteropathogenic bacteria.

INTRODUCCION

El propdleos es una sustancia resinosa que las abejas
adultas producen para garantizar la asepsia de la colmena.
Entre las especies de abejas que producen propoleos
estan Apis mellifera, Melipona quadrifasciata, Melipona
compressipes, Tetragonisca angustula y Nannotrigona
sp. Sin embargo, estd demostrado que los propdleos de
las abejas africanizadas (Apis mellifera) presentan mayor
efectividad antimicrobiana que las de abejas europeas (1).
Las caracteristicas organolépticas varian segun su origen
botanico; por lo general tiene un sabor acre, frecuentemente
amargo, de olor agradable. Etimolégicamente su nombre
deriva del griego “pro” que significa en defensa de; y
“polis” que significa ciudad, indicando de esta manera
que el material se encuentra a la entrada del panal (2). La
abeja lo utiliza para desinfectar la colmena, sellar grietas y
embalsamar intrusos que no puede expulsar por su tamafo
(3). La composicion quimica del propdleos es compleja
y variable y depende del lugar de origen, pero es sabido
que posee terpenos, polisacaridos, acidos aromaticos,
polifenoles, ésteres de acidos fendlicos, minerales, vitaminas
y aminoacidos (1, 3, 4).

Diversos estudios tanto en Europa como en Latinoamérica
han descrito las numerosas propiedades medicinales del
propodleos entre las cuales destaca la actividad antibacteriana
sobre distintos géneros como (Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp., Micrococcus sp., Bacillus sp.,
Pseudomona  aeruginosa, Acinetobacter  baumanii,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Elizabethkingia
meningoséptica entre otras), pero con mayor eficacia sobre
bacterias Gram positivas y en menor grado sobre bacterias
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Gram negativas, ya que esta actividad varia en efectividad
de acuerdo a las caracteristicas del ambiente donde se
desarrollan las abejas, lo cual influye en la composicién del
propoleos (1, 4, 5).

Por otra parte, se conoce que las bacterias en los ultimos afios
han sido capaces de desarrollar innumerables mecanismos
de resistencia ante los antibidticos; entre los mas destacados
se encuentran: la produccion de enzimas que inactivan
al antibidtico, como por ejemplo las betalactamasas,
especialmente las de espectro extendido (BLEE); Ia
expresion de sistemas efflux de excrecién que evitan que
el farmaco alcance su blanco intracelular (bomba de eflujo),
las mutaciones que impiden el contacto del antibiotico con el
sitio de accién impidiendo la entrada del mismo a la bacteria
o generando una via metabdlica alterna que evite la accion
del farmaco (6, 7). Todos estos mecanismos de resistencia
van en aumento, problema que preocupa a los especialistas
en el area de la salud, debido a los costos que conlleva
la compra de nuevos y eficientes antibidticos con pocos
efectos secundarios para el tratamiento de las infecciones
por agentes multiresistentes (8).

Los bacilos entéricos, cuyo habitat natural en algunos casos
es el ser humano, no escapan a esta realidad, y ademas
estan asociados a diversos tipos de infecciones como
neumonia, abscesos, meningitis, septicemia, infeccion
intestinal, siendo la causa principal de las infecciones
intrahospitalarias (9). Esta familia incluye géneros como
Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella,
Serratia, Proteus, entre otros. Algunos microorganismos
entéricos, como Escherichia coli, forman parte de la flora
normal e incidentalmente causan enfermedad; mientras
que Salmonella, Shigella y Yersinia enterocolitica con
gran frecuencia son patégenas para los humanos; éstos
tienen reservorios muy variados y dan lugar a diversas
enfermedades que van desde las enteritis causadas por las
Shigella, Salmonellas y Escherichia coli 0:157, hasta sepsis
causada por Yersinia enterocolitica (9, 10).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (11),
el microorganismo E. coli es responsable cada afio de la
muerte de 380.000 nifios en todo el mundo y de 210 millones
de episodios de diarrea. En resumen, las enfermedades
diarreicas son las responsables de unos tres millones de
muertes en todo el mundo (11, 12). En Venezuela, segun el
Ministerio del Poder Popular para la Salud las enfermedades
infecciosas intestinales representan una de las principales
causa de morbilidad y la tercera de mortalidad en nifios
menores de cinco afios (13).

La preocupacién en el campo de la salud es combatir estos
microorganismos de forma rapida y eficaz. En la antigiiedad,
el propéleos fue ampliamente utilizado por diferentes
culturas con diversas finalidades, entre ellas en medicina.
Con el posterior desarrollo de la quimica farmacéutica y
al igual que ocurri6 con los tratamientos fitoterapicos, el
propdleos dejd de utilizarse (14).

Sin embargo, en la actualidad con los diversos mecanismos
de resistencia desarrollados por las bacterias frente a los
antibidticos, se hace necesario la busqueda de alternativas
que ayuden a solventar la situacion.

Es por ello que el propdleos se ha convertido en un producto
de interés en el campo de la salud, por lo cual se estan
realizando estudios en relaciéon a las acciones, efectos y
posibles usos en las areas de Biologia, Medicina humana y
Veterinaria (5, 15, 16).

En Venezuela, son escasos los estudios sobre la accion
bacteriostatica y bactericida del propdleos autdctono de
diversas regiones del pais. Sin embargo, hay reportes
de su eficacia sobre cepas de: Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Pseudomona aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Escherichia coli,
Elizabethkingia meningoséptica, con el propdleos de
Cojedes y sobre Micrococcus luteus y Staphylococcus
aureus con el propoleos de Miranda (16,17). Es por ello
que el objetivo del presente estudio fue determinar la
concentracion minima inhibitoria 6 bacteriostatica (CMI) y
bactericida (CMB) de una tintura de propdleos producido en
un Apiario del estado Cojedes sobre el crecimiento in vitro
de bacterias enteropatégenas.

MATERIALES Y METODOS

Tintura de Propodleos

Para el estudio se utilizé una tintura de propdleo comercial
al 70% fabricada por un Apiario ubicado en el Sector El
Paradero del Municipio Lima Blanco del Edo. Cojedes,
Venezuela. Este Apiario trabaja con propdleos producidos
por abejas Apis mellifera y el solvente que utilizan es el
etanol.Cepas Bacterianas

Las cepas utilizadas fueron las siguientes bacterias
enteropatégenas ATCC (American Type Culture Collection):
Salmonella entérica subsp entérica serotipo paratyphi
A 630 ATCC 9150, Salmonella entérica subsp entérica
serotipo paratyphi B 333 BIO UCV-13. Salmonella entérica
subsp entérica serotipo typhi 495 CDC57, Shigella sonnei
635 ATCC 25931, Shigella flexneri 634 ATCC 29903,
Yersinia enterocolitica 245 BIO UCV-4 y Escherichia coli
enterohemorragica (0157 :H7 35150) obtenidas en el Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM).

Preparacion de las suspensiones bacterianas

Las cepas liofilizadas ATCC se prehidrataron en caldo BHI
(infusidn cerebro corazon) y se incubaron por 24 horas a 37
°C para su reproduccion, tal como lo indica el CVCM. Luego
se resembraron en agar sangre. Se seleccionaron colonias
aisladas suspendiéndolas en caldo BHI hasta alcanzar la
turbidez del patron de 0,5 % Mc. Farland equivalente a 1.5
x 108 UFC/mL. (10).

Para las diluciones se utilizé la técnica de macrodilucion en
tubo, con algunas adaptaciones, por tratarse de un producto
natural diferente a los antibiéticos comunes, realizada por Gil
y cols en 2008 (17). Se procedio de la siguiente manera: Por
cada bacteria usada se preparé una bateria de once tubos
de 150 x 20 correspondientes a 10 diluciones puntuales y al
control de crecimiento, quedando asi una concentracion de
tintura de propodleos desde el tubo 1 al 11 de4,8,11, 15,
19,23,26,30, 34,37 %y 0 % respectivamente. Se utilizd
un indculo de 1,5 mL de la suspension bacteriana (2,25 x
108 UFC/mL) a cada tubo y se mezclé en varias ocasiones
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durante su incubacion a temperatura ambiente (25°C) por
24 horas (17).

Determinacién de
bactericida

la actividad bacteriostatica y

Trascurrido el tiempo de exposicion de las bacterias con
las distintas concentraciones de propodleos, se procedié a
inocular 10 pL de cada tubo a placas de BHI, utilizando
la técnica de siembra en superficie con espatula de
Drigalski, asi mismo de cada tubo de dilucién se tomé con
asa calibrada 10 pL y se inoculé en caldo BHI. En ambos
procedimientos se incubé durante 24 a 48 horas a 37°C.
Posteriormente, se observé si hubo o no crecimiento del
microorganismo (17).

Evaluacion de la actividad inhibitoria del etanol utilizado
como solvente del propéleos

Este ensayo se realiz6 para establecer el efecto del etanol
utilizado como solvente del propoleos 90% v/v sobre el
crecimiento de los microorganismos.

Las concentraciones de etanol a utilizar se eligieron de
acuerdo al porcentaje que alcanzo este vehiculo al diluir la
tintura de propdleos en cada tubo de caldo BHI, siendo las
siguientes: (2, 3, 5,7, 9, 10,12, 14,15, 17 y 0 %).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria y
bactericida del etanol

Se realiz6 la misma metodologia empleada con la tintura de
propdleos, obteniendo las siguientes concentraciones: 4, 9,
13, 18, 22, 26, 31, 35, 39, 44 y 0%.

Controles utilizados durante el desarrollo de la

metodologia

En cada ensayo se utilizd un control de viabilidad, el cual
garantiza que el microorganismo es capaz de reproducirse en
elagaryen el caldo BHI. Adicionalmente, en los tubosy enlas
placas donde se observé crecimiento bacteriano se realizé
tincién de Gram, y las pruebas bioquimicas convencionales
para su identificacion, con la finalidad de confirmar si se
trataba de las bacterias enteropatdgenas utilizadas o de una
posible contaminacién. Cada procedimiento se realizd por
duplicado, obteniéndose reproducibilidad de los resultados.

RESULTADOS

En la Tabla 1 puede observarse el efecto inhibitorio y
bactericida sobre todas las bacterias estudiadas. Salmonella
paratyphi A fue la Unica en la que se evidencio un efecto
inhibitorio total en agar BHI y en el resto de las bacterias
se evidencié efecto bacteriostatico parcial. Yersinia
enterocolitica fue la mas sensible con una CMI 4% y CMB
8 %, seguida por Shigella sonnei, Salmonella paratyphi B,
Salmonella typhiy Escherichia coli (O157:H7), con CMI 8%
Y CMB 11 % vy finalmente Shigella flexneri y Salmonella
paratyphi A fueron las mas resistente con CMI 11 % y CMB
15 %.

En las siete bacterias estudiadas se encontré un crecimiento
abundante en los controles de viabilidad sin propdleos, lo
que valida los resultados obtenidos

Tabla 1. Determinacidon de la concentracion minima inhibitoria
(CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) de la tintura de
propoleos sobre bacterias enteropatégenas.

Bacterias Bl CMB

% %
S. flexneri 11 15
S. sonnei 8 11
Y. enterocolitica 4 8
S. paratyphi A 11 15
S. paratyphi B 8 11
S. typhi 8 11
E. coli (0 157 : H7) 8 11

En la tabla 2 se presentan los resultados de la evaluacion
de la actividad bacteriostatica y bactericida de las
concentraciones de etanol presentes en las distintas
diluciones del propoleos. En este ensayo se utilizaron
las bacterias Yersinia enterocolitica y Shigella flexneri
como representantes del grupo de bacterias en esta
investigacion, por ser la mas sensible y la mas resistente
respectivamente en la actividad bacteriostatica y
bactericida con el propéleos. En ellas se evidencian que
hubo crecimiento en todas las diluciones.

Tabla 2. Evaluacion de la actividad bacteriostatica y bactericida de
las concentraciones de etanol presentes en las distintas diluciones
del propdleo.

Placas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
% .
concentracion 2 3 5 7 9 10 12 14 15 17 Sinetanol

Bacterias

S. flexneri + + + + + + 4+ 4+ + + +

Y enterocolitca + + + + + + + + + + +
Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

ko 2 3 5 7 9 10 12 14 15 17 Sinetanol

concentracion

Bacterias

S. flexneri + + + + + + + + + + +

Y. enterocolitca + + + + + + + + + + +

Lectura a las 24h/48h. + Indica desarrollo Bacteriano - Indica
ausencia de desarrollo bacteriano.

En la Tabla 3 se muestra la concentracién minima inhibitoria
y bactericida del etanol sobre las bacterias enteropatégenas
obteniéndose que la CMI fue 18% y la CMB 20% en ambas
bacterias, la cual es una concentracibn mayor que la
encontrada en el Ultimo tubo de dilucion de la evaluacion de la
actividad bacteriostatica y bactericida de las concentraciones
de etanol presentes en las distintas diluciones del propéleo,
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(tubo 10, ver tabla 2) lo que confirma que el propdleos es
quien ejerce la accion sobre las bacterias.

Tabla 3. Determinacion de la concentracién minima bacteriostatica
y bactericida del etanol sobre las bacterias enteropatdgenas.

. cMi CMB
Bacterias o o
S. flexneri 18 20
Y. enterocolitica 18 20

DISCUSION Y CONCLUSION

Para entender los resultados se debe aclarar que se
concibe por CMI el valor de la menor diluciéon que inhibid
parcial o totalmente el desarrollo de las bacterias sobre el
agar BHI, pero no asi sobre caldo BHI; y por CMB el valor
de la menor dilucion en la que no se observa crecimiento
de las bacterias en agar BHI y tampoco en caldo BHI.
Este ultimo procedimiento, con la finalidad de corroborar
el efecto bactericida, ya que en algunas ocasiones los
microorganismos pueden no crecer en agar BHI s6lo porque
estan estresadas por la presencia de la sustancia inhibidora,
pero al resembrarlas en caldo éstas se reproducen
normalmente debido a que el factor inhibitorio esta diluido
(17).

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede analizar
que el propoleos utilizado es de alta efectividad, ya que
posee actividad bacteriostatica y bactericida sobre bacterias
Gram negativas, lo cual es un hallazgo importante debido a
que tinturas de propoleos de otros paises soélo son efectivos
contra bacterias Gram positivas (1, 4, 5, 18).

Por otra parte, se encontré que la CMI y CMB alcanzadas
en esta investigacion fueron mas elevadas que las de otros
propoleos en el mundo, tal como lo demuestra el estudio de
Sforcin y cols en 2000, (19) sobre la actividad antimicrobiana
del propoleos, por el método de dilucion en agar, abarcando
un rango de concentraciones de 0,4 a 14,0 % (v/v), en donde
demostraron que el propdleos inhibe las bacterias Gram
positivas a bajas concentraciones (0,4%) y que las bacterias
Gram negativas son menos susceptibles con mayores CMI
que oscilan entre 4,5 a 8,0 %. Los autores concluyen que
el propoleos de Brasil posee una mayor actividad sobre
las bacterias Gram positivas y una apreciable efectividad
sobre las bacterias Gram negativas en comparacion con el
propoleos utilizado en esta investigacion, cuyo rango fue de
8 % a 15 %.

Elpresente estudiodemuestra que laactividad bacteriostatica
y bactericida ejercida por la tintura de propdleos sobre las
bacterias enteropatégenas evaluadas son similares entre si,
debido a que S. sonnei, S. paratyphi B, S. typhi y E. coli (O
157:H7) obtuvieron los mismos resultados. Este hallazgo es
comparable con los resultados obtenidos por Gil y cols en
2008 (17) los cuales trabajaron con una tintura de propdleos
de Tinaquillo Edo. Cojedes, Venezuela sobre siete bacterias
de interés clinico entre las que se encuentran dos bacilos
aerobios entéricos (Escherichia coliy Klebsiella pneumoniae)
en donde el resultado obtenido en la determinacién de la
CMB sobre estas dos bacterias fue igual al conseguido en

esta investigacion (ver Tabla 1); y aunque la fabricacion
de las tinturas de propdleos provienen de la misma zona
geografica, cabe destacar que se elaboraron en apiarios
diferentes. Esto sugiere que podria establecerse rangos de
efectividad por géneros bacterianos de acuerdo a la zona
geografica en la que se produce el producto, siendo una
guia para futuros tratamientos.

En otro estudio realizado por Erkmen y Ozcan en 2008 (20)
se observé que una concentracion de 0,02 % a 2,5 % (v /
v), de propdleos turco sobre Escherichia coli y Salmonella
typhi fue ineficaz. Este trabajo coincide con estos resultados
ya que el propdleos utilizado necesitdé concentraciones
mas altas para ser efectivo con una CMB de 11 % para
las bacterias mencionadas. Sin embargo, Ugur y Arslan en
2004 (21) realizaron un estudio in vitro sobre la actividad
antimicrobiana de los propodleos de la provincia de Mugla
de Turquia, en donde obtuvieron como resultado que el
microorganismo mas sensible a los propdleos fue Shigella
sonnei en el grupo de bacterias Gram negativas, lo cual
difiere de los resultados de la presente investigacion, ya
que la bacteria mas sensible fue Yersinia enterocolitica.
Esto posiblemente pueda deberse a la composicién quimica
de ambos propdleos debido a que provienen de zonas
geograficas diferentes. Sin embargo, cabe destacar que con
ambos propdleos hubo efectividad.

En el presente estudio, se demostrd que el etanol utilizado
como solvente del propdéleos en crudo no es el responsable
de la actividad bacteriostatica ni bactericida sobre las
bacterias enteropatdgenas, debido a que se encontrd que
la CMI y la CMB del etanol son mas elevadas que las
alcanzadas en las diluciones del propdleos; ademas, para
que este solvente pueda tener algun efecto se necesitan
concentraciones mas altas (ver Tabla 3). Con ello se aclara
que el etanol es sdlo utilizado como un solvente de esta
resina y no como coadyuvante y, aunque esta demostrado
que los extractos etandlicos de propdleos son mas efectivas
que las acuosas (22), es razonable que esto se deba a que
el propdleos es poco soluble en agua.

En este estudio también se evidencio que E. coli O157:H7,
a pesar de ser mas patégena que Shigella flexneri, muestra
ser mas sensible in vitro a la tintura de propdleos. Esto
representa un dato importante, ya que E. coli O157:H7
no posee tratamiento farmacoldgico eficaz, sin efectos
adversos (23).

Debido a la importancia que poseen las enterobacterias en
los sindromes diarreicos agudos (24), es de vital importancia
demostrar que la tintura de propdleos pueda ser una nueva
alternativa en su tratamiento, con un producto natural al cual
no se le ha demostrado resistencia hoy en dia y cuya Unica
contraindicacion hasta ahora es que el paciente sea alérgico
a los productos apicolas. (25)

Finalmente, de acuerdo con los resultados de Ia
investigacién del estudio in vitro, se concluye que
el propdleos puede ser utilizado como un agente
antimicrobiano contra las bacterias enteropatégenas,
coincidiendo con lo que afirman otros autores, que la
tintura de propdleos puede ser utilizado como un excelente
antimicrobiano (15, 17, 26, 27).
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