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Resumen

El propodleos es un producto apicola natural que presenta propiedades bioldgicas diversas, entre las
que se encuentran sus propiedades antimicrobianas.

En nuestro trabajo nos proponemos como objetivo: evaluar el efecto antibacteriano del propdleos a
través de la determinacion comparativa de la concentracion minima inhibitoria (CMI), utilizando la
técnica de los discos de celulosa y la técnica de difusion en doble capa de agar.

Al aplicar el procesamiento estadistico se encontré que no hay diferencias significativas entre las
técnicas aplicadas para un nivel de significacion de 95%, es decir los 2 métodos empleados en este
trabajo para la determinacion de la actividad antibacteriana de extractos hidroalcohdlicos de
propoleos y los valores de CMI tienen el mismo comportamiento.

Todos los extractos de propdleos presentaron actividad antibacteriana frente a las cepas utilizadas;
siendo mayor frente a las bacterias gram+ : S. aureus y Bacillus subtilis, con valores de CMI entre
0.05 mg/mL y 45 mg/mL, que frente a las bacterias gram— : S. typhimurium, P. aeruginosa 'y E. coli,
con valores de CMI entre 10 mg/mL y 50 mg/mL ;con excepcion de la bacteria gram— : K.
pneumoniae que se comportd de forma similar a las bacterias gram+ cuyos valores de CMI
estuvieron entre 0.05 mg/mL y 15 mg/mL.

Se encontraron diferencias significativas entre los propoleos, asi como en la interaccion propoleos y
microorganismos en los valores obtenidos de los halos de inhibicion.

Introduccion

Los productos naturales ain hoy en dia donde prima la alta tecnologia en el desarrollo de
medicamentos, han ido desplazando a los farmacos, debido a que estos, en el decursar de los afios,
han dejado muchas secuelas provocadas por sus efectos secundarios impredecibles y por su uso
indiscriminado, por estas razones los productos que nos brinda la sabia naturaleza han ido ganando

poco a poco un lugar entre los seres que habitamos nuestro planeta.

El propoleos es un producto apicola natural que presenta propiedades bioldgicas diversas. Entre las

1
APICIENCIA I




Vol. 2 No.2 2000
ISSN: 1608-1862

& 9

que se encuentran sus propiedades antimicrobianas, estas han sido corroboradas en diferentes paises
del mundo. En Cuba con el desarrollo de la Especialidad en Microbiologia, a los investigadores
relacionados con esta sustancia, se hace cada vez mas interesante su estudio.

Es una sustancia de color pardo rojizo o amarillo verdoso producido por las abejas a partir de resinas
vegetales; contiene fundamentalmente ceras y aceites esenciales, es una sustancia compleja soluble
en alcohol y otros solventes. (Ghisalberti, 1978; Asis, 1989; Brown, 1989; Bankova, 1995;
Stangaciu, 1998;Yanucci, 1998).

Dentro de las propiedades bioldgicas enunciadas mundialmente se encuentran: antibacterianas,
antiparasitarias, antitoxicas, antialérgicas, epitelizantes, estimulantes de inmunogénesis entre otras.
(Debuyser, 1983; Lejeune, 1988; Ponce, 1988; Goetz, 1990;Vaar Foeda, 1992; Menezes y cols,
1997; Matsuno 1997; Stangaciu, 1998; Park y cols, 1998; Park y cols, 1998a; Park y cols 2000)

Si tenemos en cuenta que la composicion quimica del propdleos comprende compuestos
bioldgicamente activos con propiedades antimicrobianas, se puede llegar a afirmar que este balsamo
es una compilacioén de sustancias antibidticas muy utiles en la Medicina Humana. (Havsteen, 1980;
Damyanliev et al, 1982; Machin, 1983; Giral y cols, 1988; Guerra y Uribe, 1988; Miyares, 1988;
Cueto,1989; Stojko, 1993; Stark, 1993; Hoffman y cols, 1998).

El tratamiento de las infecciones bacterianas graves depende del diagnostico rapido y preciso. Una
condicion para el uso adecuado de los antibidticos es el estudio previo de la sensibilidad de los
microorganismos a los antibacterianos, lo que se puede realizar a través de la determinacion de la
Concentracion Minimo Inhibitoria mediante técnicas establecidas.

Entre las técnicas utilizadas se encuentran la Técnica de doble difusion en capa de agar (Grove y
Randall, 1955) y la Técnica de los discos de celulosa (Kirby y Bauer, 1960).

Materiales y metodos

PROPOLEOS CUBANOS EMPLEADOS:

1- Pinar del Rio, recolectado en enero de 1997.

2- Pinar del Rio, Mcpio. Minas, UBPC ""Jalea Minas’” recolectado en enero de 1997.

3- Pinar del Rio, Mcpio. Vifiales, recolectado en enero de 1997.

4- Guantanamo, recolectado en 1996.

5- Guantanamo, recolectado en 1997.

6- Guantdnamo, Mcpio. Baracoa, UBPC ""Antero Regalado’” recolectado en marzo de 1997
7- Camagiiey, Mcpio. Camarote, Apiario Carmen, recolectado en abril de 1997.

8- Habana, Mcpio. Artemisa, recolectado en 1992.

9- Santiago de Cuba, recolectado en 1997.
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10- Santiago de Cuba, Mcpio. Guama4, recolectado en 1997.
11- Santiago de Cuba, Mcpio. La Maya, recolectado en 1997.
12- Santiago de Cuba, recolectado en noviembre de 1997.
13- Habana, Mcpio. Bauta, recolectado en 1998.

14- Matanzas, recolectado en enero de 1998.

15- Matanzas, recolectado en febrero de 1998.

16- Matanzas, recolectado en marzo de 1998.

17- Cienfuegos, recolectado en enero de 1998.

18- Cienfuegos, recolectado en febrero de 1998.

19- Cienfuegos, recolectado en marzo de 1998.

20- Pinar del Rio, Mcpio. Minas, recolectado en 1998.

Resultados y discusion

Los valores obtenidos de las concentraciones de los diferentes extractos alcohdlicos de propoleos
oscilaron entre 51.5 mg/mL y 79.075 mg/mL.

Los porcientos de rendimientos estuvieron entre 27.84 y 82.46, semejantes a los valores reportados
por Ferras, 1995. La variedad de los valores pudiera ser justificada por la calidad de la materia
prima que es diferente en cada muestra.

En la determinacion del tipo de propdleos fueron clasificados en rojos, naranja, verde y otros que
estuvieron fuera de clasificacion debido a mostrar manchas no definidas; segun Alvarez y cols, 1989
existen manchas cuya ocurrencia pueden tener varios origenes: pueden ser mezclas de distintas
resinas, transformaciones debido a la actividad enzimatica de las secreciones mandibulares de las
abejas como consecuencia de factores ambientales.

Para el caso del propdleos se hace necesario establecer la técnica mas eficiente para la
determinacion de la CMI frente a determinados microorganismos.

MICROORGANISMOS EMPLEADOS:

Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Staphylococcus aureus ATCC 6538 P.
Bacillus subtilis ATCC 6633.

Bacillus subtilis ATCC 6636.
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
Escherichia coli ATCC 25922.
Salmonella typhimurium ATCC 14028.
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031.
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En la preparacion de los extractos alcohdlicos (96°A) de propodleos se realizd una doble extraccion
seguidas cada una de procesos de filtracion, Humberto Yanucci en 1998 describié un procedimiento
similar a este, finalmente las concentraciones que se prepararon estuvieron entre los valores de 0.01
mg/mL y 50 mg/mL.

Las muestras se sometieron a un proceso de determinacion del tipo de propdleos mediante el método
de Cromatografia en Capa Delgada, descrito por Alvarez y col en 1989.

Las técnicas desarrolladas para la determinacion de las CMI fueron: Técnica de los discos de
celulosa ( Kirby y Bauer, 1960; Gil y col, 1996) y la Técnica de difusion en doble capa de agar
(Grove y Randall, 1955).

El in6culo bacteriano se prepar6 a partir de cultivos puros, lo que fue convertido en una suspension
bacteriana; esta fue inoculada en enlermeyers, incubada y centrifugada. El pellet fue resuspendido
en solucion salina fisioldgica estéril hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.1 a 560 nm.

Para la técnica de los discos de celulosa se encontro, que todos los extractos de propoleos probados
presentaron accidon antibacteriana, con valores de halos de inhibicién variables frente a los
microorganismos. Otros autores han reportado esta accion antibacteriana empleando esta técnica.
(Brumfitt y cols, 1990; Gil y cols, 1996; Gil y cols. 1996 Park y cols ¢ 1998; Park y cols, 2000 )

Los propoéleos 1, 3, 8, 11, 13, y 18 fueron los extractos donde se encontraron los valores maximos de
halos de inhibicion del crecimiento bacteriano para los diferentes microorganismos. Por otra parte
los propoleos 14, 15, 17 y 20 fueron los extractos donde se encontraron valores minimos para
algunos microorganismos (Tabla 1). Esto indica la diversidad de actividad antibacteriana de los
propéleos. Muchos autores han encontrado gran variabilidad de didmetros de halos de inhibicién
(Rojas y cols, 1988*; Park y cols, 2000 )

Con respecto a la técnica de difusion en doble capa de agar encontramos que a través de este
procedimiento se puede determinar que todos los extractos de propdleos presentan actividad
antibacteriana. Valdés y cols en 1985 encontraron actividad antibacteriana de extractos alcoholicos
de propoleos frente a cepas de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa
por este método, mas tarde en 1988 Rojas y cols reportaron actividad antibacteriana de un
biopreparado a base de propodleos cubanos.

Asi encontramos a través de este método que los propoleos 2, 3,11,16, 17, 18 y 20 fueron los
extractos en los cuales se encontraron los valores maximos frente a algunos microorganismos con

excepcion del 7 y 14 donde también se encontrd valores minimos de halos de inhibicion (Tabla 2).

En cuanto a la susceptibilidad de los microorganismos por la técnica de los discos de celulosa
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encontramos una gran variabilidad entre los mismos, donde frente a las bacterias gram + se
manifestaron valores minimos de CMI entre 0.05 y 0.25 mg/mL, similares a los reportados por Aga
y cols en 1992 y en 1994; mientras que frente a las bacterias gram- se manifestaron valores entre
0.25 y 40 mg/mL; en cuanto a los valores maximos manifestados, el comportamiento fue similar,
frente a las bacterias gram+ los valores oscilaron entre 0.05 y 35 mg/mL y para las bacterias gram-
los valores oscilaron entre 0.05 y 50 mg/mL. Estos resultados demostraron que se necesita mayor
concentracion para inhibir el crecimiento de las bacterias gram- que frente a las bacterias gram+
utilizadas, Gil y cols en 1996 describieron un comportamiento similar frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (Tabla 3 ).

Con relacion a los resultados arrojados por la técnica de difusion en doble capa de agar se determind
que todas las cepas resultaron sensibles al propoleos, aunque los valores minimos de CMI fueron en
general mas bajos que en la técnica de los discos de celulosa.

La susceptibilidad de las cepas fue también en este caso variada, donde frente las bacterias gram+
se manifestaron valores minimos entre 0.025 y 0.1 mg/mL mientras que en las bacterias gram- se
observaron valores entre 0.05 y 50 mg/mL; para los valores maximos en las bacterias gram+
oscilaron entre 0.05 y 1 mg/mL, para las bacterias gram- estuvieron entre 0.1 y 50 mg/mL (Tabla 4),
Kroll en 1993 encontr6 valores similares a los mostrados frente a Staphylococcus aureus , en 1997
Menezes y cols encontraron actividad inhibitoria de extractos alcoholicos de propodleos provenientes
de E. Pinus y E. Eucalyptus frente a bacterias gram+, los valores de CMI resultaron similares a los
descritos en este trabajo.

Al aplicar el andlisis estadistico (Tabla 5), se comprob6 que existen diferencias significativas entre
las cepas bacterianas para p<0.001, donde los resultados del Test de rangos multiples de Duncan
para un nivel de significacion de un 95% (Tabla 7), arrojé que las cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 6538P, Bacillus subtilis ATCC 6636, Bacillus subtilis ATCC 6633 y Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031, no difieren significativamente entre ellas, a las que correspondieron los
menores valores, pero si difieren del resto de las cepas. Por otro lado Escherichia coli y
Pseudomonas aeruginosa, no difieren entre si, y por Ultimo Salmonella typhimurium resulté ser el
microorganismo menos sensible a los extractos de propdleos, sin embargo la cepa bacteriana
Staphylococcus aureus ATCC 25923 difiere de todas, en 1997 Fernandez y cols reportaron un
comportamiento similar en cepas de referencia de Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Estos resultados demuestran que para los microorganismos gram+ se requirieron menores
concentraciones de propoleos para inhibir el crecimiento bacteriano, mientras que los gram-
,resultaron ser los microorganismos mas resistentes, al necesitar una mayor concentracion, para
lograr el mismo efecto, con excepcion de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 que se comportd
similar a las bacterias gram+, lo que coincide con lo reportado por Ayuso y cols en 1991, aunque
otros han reportado la ausencia parcial o total de sensibilidad de esta cepa a este producto como
Grange y cols en 1990 y Dimov y cols en 1992.
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Al aplicar el procesamiento estadistico se encontrd (Tabla 6) que no hay diferencias significativas
entre las técnicas aplicadas para un nivel de significacion de 95%, es decir ambos métodos, pueden
ser empleados para la determinacion de la actividad antibacteriana de extractos alcohdlicos de
propoéleos y los valores de CML.

Es evidente la gran variabilidad de sensibilidad al propdleos entre las cepas estudiadas en este
trabajo que resulto estadisticamente significativo para un nivel de significacion del 99.9% (Tabla 6).

Conclusiones

Todos los extractos de propodleos presentaron actividad antibacteriana frente a las cepas utilizadas.
Se corrobora la existencia de la variabilidad del efecto antibacteriano del propdleos.

Para determinar CMI de extractos alcohdlicos de propdleos pueden ser empleadas indistintamente
una u otra técnica.

Los propoleos probados presentaron un efecto marcadamente mayor frente a bacterias Gram +, con
valores de CMI entre 0.025 y 10 mg/mL.

Se determind la existencia de una gran sensibilidad de Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 a los
extractos de propoleos, obteniéndose CMI de valores entre 0.05 mg/mL y 0.2 mg/mL.

Se encontrd efectos antibacterianos de los extractos de propoleos frente a las cepas Gram-
Salmonella typhimurium, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa con valores de CMI entre
10 mg/mL y 50 mg/mL, para ambas técnicas.

Existen diferencias significativas de variabilidad en la sensibilidad de los microorganismos
empleados.

Tabla 1. Valores minimos y mdximos de los diametros de los halos de inhibicion correspondientes a
los propdleos mas significativos obtenidos en la Técnica de los Discos de Celulosa.

Propdleos  Diametros

de los halos

(mm)
14(F.C) 6
15(R) 6-6.3 V. min
17(R) 6
20(R) 6
I(N) 15.6
3(R) 18-226 V. max
8(N) 15.6 - 18.6
11(N) 17-18
13(N) 18
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18(R) 17.3 - 24.6
Leyenda:V-verde, N-naranja,R-rojo,F.C-fuera clasificacion.

Tabla 2. Valores minimos y maximos de los halos de inhibicion correspondientes a los propoleos
mas significativos, obtenidos en la Técnica de doble difusion en capa de agar.

Propdleos  Diametros

de halos
(mm)
7(V) 6-6.3 V. min
14(F.C) 6-6.3
2(N) 18.6
3(R) 22.6 -24.6 V. mdx
11(N) 17.3-21.6
16(N) 17.3
17(R) 26.3-28.3
18(R) 19.3 -27
20(R) 18.3-26.3

Tabla 3. Valores minimos y mdaximos de Concentracion Minimo Inhibitoria(CMI) correspondientes
a los propdleos mas significativos obtenidos en la Técnica de los Discos de Celulosa.

CMI(mg/mL) TECNICA DISCOS DE  CELULOSA
Pp GRAM + EPP GRAM -
V. min 4 0.1-0.25 2 0.25-45
17 0.05-0.25 8 0.1-45
19 0.05 - 0.25 11 10-35
20 0.05-0.1 12 0.05-40
18 0.05-40
V. max 7 1-35 6 0.25-50
10 0.1-25 9 2.5-45
11 0.05-10 10 10 -50
13 0.1-20 17 0.05-50
20 0.1-50
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EPP — extractos propoleos

Tabla 4. Valores minimos y maximos de Concentracion Minimo Inhibitoria(CMI) correspondientes
a los propoleos mas significativos, obtenidos en la Técnica de doble difusion en capa de agar.

CMI TECNICA DOBLE DIFUSION EN CAPA
Pp GRAM + Pp GRAM -

V. min 4 0.05-0.1 5 0.1-50
11 0.025 - 0.05 7 0.25-45
13 0.1-0.5 8 0.05-45
17 0.05-0.1 13 1-45
18 0.025 - 0.05 17 0.05-50
19 0.05-0.1

V. max 1 0.1-0.25 0.1-50
4 0.1-0.05 4 0.1-50
7 0.1-1 9 0.1-50
10 05-1 12 0.1-50
12 0.05-0.5 20 0.05-50
14 0.25-1

Tabla 5. Resultados obtenidos al aplicarle a os datos de halos de inhibicion un Anova Trifactorial.
Factor A: Técnicas empleadas.
Factor B: Microorganismos.
Factor C: Propoleos.

F. de F

variacion

(A) 7.630
kksk

(B) 45.049
skkck

(C) 23534
kksk
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(AXB) 14.980
kksk

(AXC) 1.468 n.s.

( BXC) 39.607
skkck

(AXBXC) 3.279
kksk

Tabla 6. Resultados obtenidos al aplicarle a los datos de concentracion minima inhibitoria (CMI)
un Anova Bifactorial.

Factor A: Técnicas empleadas.
Factor B: Propdleos.

F. de F
variacion
(A) 0.001 n.s.
(B) 1.707 *
(AXB) 1.237 n.s.

Tabla 7. Resultados obtenidos al aplicarle a los microorganismos empleados el Test de Duncan,
concentracion minima inhibitoria (CMI).

Microorganismos Medias
Salmonella typhimurium ATCC 42°

14028

Escherichia coli ATCC 25922 40875®
Pseudomonas aeruginosa ATCC 38.5°
27853

Staphylococcus aureus ATCC 4.968119°
25923

Staphylococcus aureus ATCC 1.46896¢
6538 P

Klebsiella pneumoniae ATCC 1.01¢
10031

Bacillus subtilis ATCC 6633 0.8166666"
Bacillus subtilis ATCC 6636 0.6231247¢

Leyenda: Letras diferentes difieren significativamente para p < 0.05.
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