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|. INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que se encuentra dentro de la lista
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de las especies cuya resistencia es
mas preocupante desde el punto de vista de salud publicay en la lista de patdgenos
con prioridad critica que necesitan investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos.
Puede ser encontrada en heridas de tipo quirdrgico, quemaduras en piel e
infecciones dérmicas en humanos. Estudios realizados la ubican como una de las
principales causantes de infecciones de tipo nosocomial pues aun siendo
oportunista su ocurrencia en sinergismo con otras bacterias provoca afecciones
dificiles de tratar. Trabanino (2013), realizdé un estudio en el Hospital General de
Enfermedades del Instituto Guatemalteco de Seguridad Social (IGSS) sobre la
incidencia de infecciones nosocomiales, obteniendo como resultado que el
microorganismo mas frecuentemente aislado fue Pseudomonas aeruginosa. (P.
aeruginosa). En un estudio realizado en la unidad de cuidados intensivos de
pediatria del Hospital Regional de Cuilapa, Santa Rosa se determindé que los
gérmenes aislados son 100% sensibles a los antibidticos que se utilizan en la unidad
segun antibiogramas excepto la P. aeruginosa que fue reportada multiresistente
(Sagastume, 2013).

Este bacilo gramnegativo estéa relacionado con abscesos, diarreas, infecciones
urinarias, genitales, respiratorias, heridas e infecciones intrahospitalarias en todas
las especies animales, (Stanchi et al., 2007). Es una de las bacterias mas
comunmente aisladas en otitis e infecciones dérmicas en perros presentando

resistencia a diferentes antibidticos (Chavez, 2010).

En Guatemala existe una gran variedad de abejas sin aguijon las cuales
pertenecen a la tribu Meliponini de la subfamilia Apinae y aunque su crianza y
comercializacién es a baja escala, la miel y propd6leo que producen estas abejas es

utilizada popularmente para el tratamiento de algunas afecciones respiratorias,



oculares, dérmicas, estomacales, tratamiento de heridas, entre otras pero existe
poca investigacion acerca de las propiedades de estos productos y su uso se limita
a la alimentacion y uso popular. En varios paises latinoamericanos se han llevado
a cabo estudios para determinar algun tipo de actividad antimicrobiana, y debido a
la creciente aparicion de cepas bacterianas resistentes a los antibioticos ha surgido
la necesidad de hacer uso de tratamientos alternativos.

El uso de la miel y propéleo de abejas nativas en Medicina Veterinaria es de
suma importancia, ya que representa una alternativa de medicina natural que puede
ser empleada por sectores de la poblacion cuyo acceso a los antibioticos es limitado
por factores socioecondémicos y permite el tratamiento alternativo de afecciones que

dificilmente responden a protocolos terapéuticos convencionales.

El presente trabajo de investigacion tiene la finalidad de determinar la
inhibicién bacteriana “in vitro” de la miel pura y la tintura de propdleo al 10% de la
abeja doncellita contra la bacteria P. aeruginosa mediante la técnica de
macrodilucion en placa y encontrar nuevas alternativas terapéuticas para el control
de esta cepa bacteriana, motivando asi a la crianza de abejas nativas y la

comercializacion de sus productos.



II. HIPOTESIS

La miel pura de abeja Doncellita (Tetragonisca angustula) inhibe el crecimiento
de la cepa Pseudomonas aeruginosa.

La tintura de propdleo al 10% de abeja Doncellita (Tetragonisca angustula)

inhibe el crecimiento de la cepa Pseudomonas aeruginosa.



lll. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

e Generar informacion con base cientifica sobre la actividad antibacteriana de

la miel y tintura de propdleo de una especie de abeja nativa de Guatemala.

3.2. Objetivos Especificos

e Evaluar el efecto inhibitorio del crecimiento “n vitro” de la miel de abeja
Doncellita (Tetragonisca angustula) sobre la cepa de Pseudomonas

aeruginosa por medio de la técnica de macrodilucion en placa.

e Evaluar el efecto inhibitorio del crecimiento “in vitro” de la tintura de propdleo
al 10% de abeja Doncellita (Tetragonisca angustula) sobre la cepa de
Pseudomonas aeruginosa por medio de la determinacion de la

Concentracion Inhibitoria Minima (CIM).



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1. Pseudomonas aeruginosa

Perteneciente al filo proteobacteria, de la clase Gammaproteobacteria, orden
pseudomonadales, familia Pseudomonadaceae, género Pseudomonas, tienen una
amplia distribucion en el suelo, el agua, las plantas y los animales. Pseudomonas
aeruginosa a menudo esté presente en la microbiota intestinal y en la piel del ser
humano y es el principal microorganismo patégeno del grupo. Tiene una amplia
distribuciéon en la naturaleza y suele estar presente en medios humedos en los
hospitales (Brooks, Butel y Morse, 2002). Es la causa mas frecuente de infecciones

nosocomiales en pacientes hospitalizados por 10 dias o mas (Walker, 2000).

Entre las enfermedades o situaciones en donde se ha encontrado esta bacteria
podemos mencionar a todos los animales en infecciones de heridas, abscesos,
diarrea, infecciones urinarias y genitales, infecciones hospitalarias; a equinos en
abortos, infertilidad, infeccion corneal, y abscesos pulmonares; a bovinos en
mastitis, aborto, esterilidad y granulomas cutaneos y subcutaneos; a caninos y
felinos en prostatitis, cistitis, dermatitis, septicemia postoperatoria, otitis externa,
conjuntivitis, pidmetra y endocarditis; aves de corral en septicemias e infecciones
respiratorias; cerdos en procesos respiratorios y enteritis; ovinos en dermatitis y al
hombre en infecciones urinarias, corneales y del oido interno, infecciones de heridas
e infecciones mortales de trdquea, pulmones, valvulas cardiacas, meninges y
cerebro; diarrea por infecciones intestinales e infecciones hospitalarias (Carter y
Chengappa, 1994; Stanchi et al., 2007).

4.1.1. Morfologia y caracteristicas nutricionales de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo gramnegativo de 0,5a 1 um por 3 a 4

um, movil por la presencia de uno a tres flagelos polares, posee pili y fimbrias, no



forma esporas. Algunas cepas estan rodeadas de una capa de mucus o polisacérido
extracelular denominado slime, con capacidad de formar biofilm. Es un bacilo
aerobio estricto, utiliza el oxigeno como aceptor final de electrones, aunque puede
crecer en un ambiente anaerdébico empleando nitratos o arginina (ya que posee la
enzima arginina dihidrolasa) como aceptor terminal de electrones (Stanchi et al.,
2007; Murray, Rosenthal y Pfaller, 2014).

4.1.2. Caracteristicas de cultivo de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa no tiene exigencias nutritivas y crece en medios
comunes de laboratorio. En medios solidos puede formar dos tipos de colonias: una
grande, de 3 a 5 mm de didmetro, lisa con centro elevado y bordes ondulados
(parecido a un huevo frito), y otra pequefia, de 2 mm, rugosa y convexa (Stanchi et
al., 2007). Los cultivos desprenden un aroma dulce parecido al de las uvas (Brooks
et al., 2002; Stanchi et al.,, 2007). Suele producir el pigmento azulado no
fluorescente, piocianina, que se difunde hacia el agar (Brooks et al., 2002). Este
pigmento es responsable del caracteristico pus azul de las heridas y posee actividad
antibacteriana e incluso fungicida. En caldo, el cultivo se traduce por un
enturbiamiento homogéneo, con una pelicula grisicea o capa fina en la superficie,
que se engrosara durante los dias siguientes, se fragmentara y caera al fondo del
tubo (Stanchi et al., 2007).

4.1.3. Factores que contribuyen al crecimiento de P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es quimioorganotrofa y se considera mesofila. Se
desarrolla entre los 10°C y 42°C, siendo la temperatura 6ptima de crecimiento 35°C.
(Stanchi et al., 2007) Su crecimiento a 42°C ayuda para diferenciarla de otras
especies que integran el género. Se desarrolla en 24-48 horas a pH 7 (Brooks et al.,
2002; Stanchi et al., 2007).



4.1.4. Epidemiologia

El habitat primario de P. aeruginosa es el medio ambiente, se encuentra en
agua, tierra y diversos tipos de vegetacion en todo el mundo. Se ha aislado de
faringe, piel y aparato digestivo de aproximadamente 2 a 10% de personas sanas
(Walker, 2000; Ryan, y Ray, 2010). Las tasas de portadores en individuos
hospitalizados quizas excedan el 20% (Walker, 2000). P. aeruginosa al presentar
requerimientos nutricionales minimos puede prosperar en ambientes himedos,
tanto en hospitales veterinarios como en los de humanos. Es un verdadero patégeno
oportunista que causa enfermedades nosocomiales en pacientes debilitados o con
inmunosupresién. Los microorganismos son sensibles a la resequedad, de modo
que no se diseminan con facilidad sobre fomites, en vez de ello se diseminan a
través del agua de limpieza para respiradores mecanicos, mangueras de aparatos
de anestesia, nebulizadores, quiréfanos, equipos de didlisis, lavamanos, recipientes
para orina, bafios, pisos, entre otros, también resisten soluciones antisépticas y
jabones desinfectantes, asi como ciertos antibiéticos. Estas caracteristicas
aumentan las posibilidades de infeccion de un paciente comprometido, colonizando
tracto respiratorio, digestivo y contaminando heridas, fundamentalmente pacientes
que han recibido antibiéticos intravenosos, quienes padecen diabetes mellitus,
leucemia, neutropenia, fibrosis quistica, quemaduras de tercer grado, Ulceras

oculares, lesiones traumaticas (Walker, 2000; Stanchi et al., 2007).

Se realizo un estudio en el Departamento de Pediatria del Hospital General de
Enfermedades del IGSS sobre la incidencia de infecciones nosocomiales,
obteniendo como resultado que el microorganismo mas frecuentemente aislado fue
Pseudomonas aeruginosa con un 17% seguido de Eschericha coli en un 10.7%
(Trabanino, 2013).



4.1.5. Patogénesis

Pseudomonas aeruginosa es un patégeno oportunista y posee una virulencia
particular. EI microorganismo por lo comun requiere de una alteracion significativa
en las lineas de defensa primarias (p. €j., una herida) o una via para esquivarlas (p.
ej., una solucién contaminada o una sonda endotraqueal) para iniciar la infeccion.
La unidén a las células epiteliales es el primer paso en la infeccidon y probablemente
esté mediada por pilosidades, flagelos y una cubierta de polisacaridos
extracelulares. Los receptores incluyen &cido sialico y N-acetilglucosamina que se
originan en los glucolipidos de la superficie celular. La union es favorecida por la
pérdida de fibronectina de superficie, lo que explica en parte la propension en
pacientes debilitados. Una vez que se ha establecido, la virulencia de P. aeruginosa
parece obvia, dada la gran cantidad de enzimas y de otros factores. La importancia
de la Exotoxina A (ExoA) se apoya en estudios en humanos y animales, que
correlacionan su presencia con malos resultados y la presencia de anticuerpos
contra ésta con supervivencia. El efecto de la ExoA no es inmediato, porque
diversos factores se activan a través de un sistema sensor en el cual varios
productos quimicos (lactonas, quinolonas) producen sefiales de célula a célula.
Cuando la poblaciéon de P. aeruginosa alcanza cierto umbral, la sefial favorece la
traduccion del gen de citotoxina y la toxina se secreta por toda la poblacién al mismo

tiempo (Ryan y Ray, 2010).

La elastasa y fosfolipasa desdoblan proteinas y lipidos, respectivamente, lo
gue permite que el microorganismo adquiera nutrientes del hospedador y se
disemine a partir del sitio local. Muchos sustratos de importancia biolégica de
elastasa, hacen evidente su importancia, en particular el que le da su nombre,
elastina. La elastina se encuentra en algunos sitios con ataque preferente por P.
aeruginosa, como los pulmones y vasos sanguineos. La destruccion hemorragica
incluye las paredes vasculares, caracteristica histologica distintiva de la infeccion

por Pseudomonas. La disfuncién intracelular causada por Exotoxina S (ExoS) y por



otros factores inyectados por un sistema de secrecion inicia inmediatamente
después del contacto con la célula del hospedador. ExoS se asocia con
diseminacién a partir de heridas de quemaduras y con acciones de destruccion de
las células, lo que incluye su accion sobre el citoesqueleto. ElI pigmento azuloso
piocianina, se ha detectado en lesiones en seres humanos y parece tener efectos
toxicos en la funcién de las células ciliares respiratorias (Ryan y Ray, 2010).

4.1.6. Enfermedades causadas por P. aeruginosa

Los pacientes animales mas expuestos a infecciones son, los animales
jovenes, inmunodeprimidos, con quemaduras graves Yy extensas, heridas
traumaticas, con procesos respiratorios, neoplasias, antecedentes de tratamientos
con corticoides y antibiéticos. En todas las especies animales, P. aeruginosa es
responsable de abscesos e infecciones purulentas, diarreas, infecciones urinarias,
genitales, respiratorias, de heridas e infecciones intrahospitalarias. En bovinos
causa mastitis, en cerdos enteritis y neumonias. En perros otitis crénica con
infecciones mixtas asi como pioderma superficial (Martinez, 1995; Soler, Tello,
Moreso y Riera, 2000; Ettinger y Feldman, 2002; Stanchi et al., 2007; Lépez, 2008;
Mansilla, 2011).

En humanos pueden ocurrir infecciones de heridas por quemaduras, heridas
abiertas (puncién con clavos), vias urinarias, piel (foliculitis cutanea, Ulceras
necroticas), 0jo (conjuntivitis, queratitis y endoftalmitis), oido (otitis externa) y vias
respiratorias que pueden progresar a bacteriemia, asociado a necrosis alveolar,

invasion vascular, osteomielitis posterior a fractura expuesta (Ryan y Ray, 2010).

En humanos la mayoria de las infecciones se producen en pacientes
internados, en especial los debilitados o inmunocomprometidos. La P. aeruginosa
es una causa frecuente de infecciones en las unidades de cuidados intensivos. Los

pacientes infectados por HIV, especialmente los que estan en etapas avanzadas,



tienen riesgo de adquirir infecciones por P. aeruginosa extrahospitalaria. Las
infecciones pueden aparecer en muchos sitios anatomicos, entre ellos, la piel
(fistulas, celulitis, foliculitis, ectima gangrenoso en pacientes neutropénicos) los
tejidos subcutaneos, el hueso (osteomielitis), los oidos (otitis externas en pacientes
diabéticos), los ojos (Ulceras de cdrnea), vias aéreas (neumonia asociada con el
respirador, neumonias o sinusitis en pacientes con HIV, bronquitis en etapas
avanzadas de fibrosis quistica) tracto urinario y las valvulas cardiacas (endocarditis
bacteriana aguda en pacientes con protesis valvulares o cirugias cardiacas abiertas

(Bush y Pérez, s.f.).

4.1.7. Diagnostico

4.1.7.1. Aislamiento e identificacién de P. aeruginosa

El aislamiento y la identificacion se realizan sembrando la muestra (raspados
en superficie de tejidos infectados, pus, orina, sangre, liquido cefalorraquideo,
esputo y otros exudados) en medios simples durante 24 — 48 horas a 35°C, en
aerobiosis. El desarrollo en medio sélido se manifiesta por la aparicion de colonias
trasllicidas, extendidas, con bordes ondulados semejantes a un huevo frito. La
mayoria de las cepas produce piocianina que, al difundirse al medio de cultivo,
aparece de color azul verdoso, lo cual facilita la identificacion. En agar sangre
produce B-hemodlisis. Los cultivos tienen un olor caracteristico a uvas. Los bacilos
son oxidasa positiva, licuan la gelatina, peptonizan la leche tornasol, utilizan el
citrato, reducen el nitrato, no producen indol. La prueba de 6xido-fermentacion (O/F)

es positiva para oxidacién (Stanchi et al., 2007).

4.1.8 Tratamiento y prevencion

Pseudomonas aeruginosa presenta una caracteristica inherente a su

fisiologia: resistencia a varios antibidticos. Durante el tratamiento, muchas cepas
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sensibles se vuelven resistentes al adquirir enzimas inactivantes por medio de
plasmidos de resistencia al mutar las proteinas de los canales porinicos o inducir
alteraciones en el sitio diana, aunado a que algunos antibiéticos, como los
aminoglucésidos se inactivan en sitios de infeccion con pH acido, como ocurre en
los abscesos. Con las consideraciones anteriores y los resultados de antibiogramas

se podra indicar el tratamiento con algunos de los siguientes agentes.

e Aminoglucésidos: gentamicina, amikacina, trobamicina

e Polimixina B o colistina

e Cefalosporinas de tercera generacion

e Quinolonas- fluoroquinolonas: ciprofloxacina, levofloxacina
(Bush y Pérez, s.f.; Stanchi et al., 2007)

4.2. Resistencia alos antimicrobianos

4.2.1 Natural o intrinseca

Es la consecuente de la estructura y la fisiologia natural de la especie, y esta
codificada en el cromosoma de todas las cepas. Los mecanismos de resistencia
natural pueden producirse por impermeabilidad al antibiético, eflujo o presencia de
enzimas inactivantes. La membrana externa de los gramnegativos supone una
barrera natural, que hace que muchas bacterias de este grupo sean insensibles a
varios antibioticos. P. aeruginosa es naturalmente resistente a cloranfenicol,
aminopenicilinas, macrdlidos, tetraciclinas, cefalosporinas de primera y segunda

generacion, glicopéptidos y acido nalidixico (Stanchi et al., 2007; Sumano, 2007).

4.2.2 Mutacional

Es la derivada de mutaciones espontaneas en la informacion contenida en el

cromosoma (por alteracion de la secuencia natural de nucleétidos en el ADN). Las
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mutaciones pueden ocurrir en genes prexistentes en las células o en genes
adquiridos (Stanchi et al., 2007; Sumano, 2007).

4.2.3 Adquirida

Es la adquisicion de un caracter de la resistencia previamente ausente en la
bacteria. Las resistencias adquiridas son evolutivas y su frecuencia depende a
menudo de la utilizacién de los antibidticos. La transferencia del material genético
responsable de la resistencia, puede ocurrir por conjugacion, transduccion y
transformacién, procesos basicos de transferencia de genes entre bacterias
(Stanchi et al., 2007; Sumano, 2007).

4.2.3.1. Conjugacion

Es el proceso més importante, extendido en bacterias gramnegativas e incluso
en grampositivas. La célula donadora transfiere a la célula receptora, a traves del
pili sexual, copias de genes de resistencia mediados por plasmidos. (Stanchi et al.,
2007).

4.2.3.2. Transformacion

Es la transferencia de DNA desnudo de una bacteria a otra. Las células deben
ser competentes para poder incorporar el DNA y recombinarlo. En general se
produce entre géneros muy relacionados, debido a la necesidad de una alta
homologia de secuencias de nucleétidos para que ocurra la recombinacion. Se
presenta principalmente en los géneros Streptococcus spp. y Neisseria spp.
(Stanchi et al., 2007).
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4.2.3.3. Transduccion

Es el proceso por el cual el DNA del plasmido es incorporado por un
bacteriéfago y luego transferido a otra bacteria, por ejemplo, la transferencia del gen
de B-lactamasa de estafilococos resistentes a otro estafilococo sensible. Este
mecanismo de trasferencia de DNA es poco importante en la diseminacion de

resistencia, debido a la especificidad de los bacteriéfagos (Stanchi et al., 2007).

4.2.4. Elementos participantes en la transferencia de genes de resistencia

Los elementos genéticos que participan en la transferencia de genes de
resistencia son los plasmidos, los trasposones, ADN de bacteri6fagos vy
recientemente los integrones y casetes genéticos de resistencia (Stanchi et al.,
2007).

424.1. Plasmidos

Son ADN circulares extracromosémicos que se automultiplican, son
heredables, pueden tener otras funciones (factores de virulencia, cambios
metabdlicos; resistencia a metales pesados) y pueden estar presentes en bacteria
filogenéticamente distintas (Stanchi et al., 2007).

4.2.4.2. Transposones

Son secuencias cortas de ADN, conocidas como “genes saltarines”. Pasan de
un plasmido a otro, de un plasmido al cromosoma o viceversa. La propiedad de
todos los elementos transportables en la capacidad de moverse e integrarse dentro
de secuencias del ADN extrafio, mediante una recombinacion no homologa. Este
tipo de recombinacién determina que el mismo transposon pueda estar en

plasmidos o cromosomas de bacterias no emparentadas, con genes de
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antibioticorresistencias idénticos. Los transposones a diferencia de los plasmidos
no se autoduplican y la mayor parte de ellos estan contenidos en plasmidos, los que
pueden ser pasados entre especies bacterianas, con una rapida diseminacion de

resistencia (Stanchi et al., 2007).

4.2.4.3. Integrones

Son una familia de elementos genéticos moviles, capaces de integrar y
expresar genes de resistencia a antibiéticos. Los integrones no pueden realizar
autotransposicion, pero se asocian a plasmidos y transposones que median como
vehiculos, para su transmision intra o interespecie. Un integron es un sistema de
recombinacion de sitio especifico, que contiene una enzima integrasa y un sitio
especifico de captura de uno o varios genes de resistencia. Los genes capturados
se presentan como casetes genéticos moviles. Estos casetes contienen un gen de
antibioticorresistencia y un sitio de recombinacion especifico. Las integrasas
catalizan la integracion o ecision del casete de resistencia en el sitio especifico del
integrén. En el integron, existen dos promotores: uno transcribe la integrasa y otro,
dirige la transcripcion de los casetes genéticos integrados. Hasta el momento no se
han encontrado casetes con promotores propios. Los casetes genéticos codifican
resistencia para antibiéticos B-lactamicos, aminoglucdsidos, sulfas, eritromicina,

tetraciclinas y rifampicina (Stanchi et al., 2007).

Con los mecanismos expuestos anteriormente las bacterias logran la
produccion de enzimas que destruyen el medicamento. Los estafilococos
resistentes a la penicilina G producen una beta lactamasa que destruye el
medicamento. Los bacilos gramnegativos producen otras B-lactamasas. Las
bacterias gramnegativas resistentes a los aminoglucésidos (debido a los plasmidos)
producen enzimas adenililantes, fosforilantes o acetilantes que destruyen el

medicamento. Las bacterias gramnegativas pueden ser resistentes al cloranfenicol
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si producen una cloramfenicolacetiltranferasa (Brooks, 2002; Stanchi et al., 2007;
Sumano, 2007).

Cambio en la permeabilidad o disminucién en la captacion del medicamento
por la célula o por alguna parte especial de la célula; por ejemplo, como ocurre con
las tetraciclinas y polimixinas (Carter y Chengappa, 1994). Los estreptococos tienen
una permeabilidad que funciona como barrera natural contra los aminoglucésidos,
esta puede superarse en parte por la presencia simultanea de algin medicamento
activo contra la pared celular; por ejemplo, la penicilina. La resistencia a la
amikacina y a algunos otros aminoglucésidos puede depender de la falta de
permeabilidad a los medicamentos, al parecer debido a un cambio en la membrana
externa que altera el transporte activo al interior de la célula (Brooks, 2002; Stanchi
et al., 2007; Sumano, 2007).

Desarrollan un blanco estructural alterado para el medicamento. La resistencia
a los aminoglucésidos esta asociada con la pérdida o alteracion de alguna proteina
especifica sobre la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, el cual sirve como sitio
eslabonante en microrganismos sensibles. Los microrganismos resistentes a la
eritromicina tienen un receptor alterado sobre la unidad 50S del ribosoma receptor
resultante de la metilacion de un ARN ribosémico 23S. La resistencia a algunas
penicilinas y cefalosporinas puede depender de la pérdida o alteracién de las PBP
(Carter y Chengappa, 1994; Brooks, 2002; Sumano, 2007).

Desarrollan una via metabdlica alterna para esquivar la reaccién inhibidora
(Carter y Chengappa, 1994). Algunas bacterias resistentes a las sulfonamidas no
requieren PABA extracelular, sino que, a semejanza de las células de los
mamiferos, pueden utilizar el acido félico preformado (Brooks, 2002; Sumano,
2007).

15



Produccién de una enzima que degrada al antibidtico, por ejemplo, penicilinas
(beta-lactamasa) por Staphylococcus aureus o produccion de enzimas por algunas
bacterias que inactivan medicamentos por acetilacion, adenilacion o fosforilacion
(Carter y Chengappa, 1994). En bacterias resistentes al trimetoprim, el acido
dihidrofélico reductasa se inhibe, con mucha menor eficiencia que en bacterias
susceptibles a trimetoprim (Brooks, 2002).

4.3. Métodos de deteccidn de susceptibilidad antimicrobiana

Los métodos de susceptibilidad antimicrobiana o antibiogramas son métodos
“in vitro” que determinan la susceptibilidad de los microorganismos a una variedad
de agentes antimicrobianos, bajo condiciones de laboratorio especifica y
estandarizada (Palavecino, 1997). El Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio por sus siglas en inglés (CLSI), reconoce los siguientes tres métodos
como los Unicos que dan resultados reproducibles y repetibles de forma fiable
cuando se siguen correctamente: Difusién en disco, Dilucién en medio liquido y
Dilucion en medio sélido con agar Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE,
2012).

4.3.1 Difusién en disco

Se basa en la determinacién de una zona de inhibicion del crecimiento que es
proporcional a la sensibilidad de la bacteria al antimicrobiano presente en el disco.
Es la difusion que experimenta un agente antimicrobiano a una determinada
concentracion a partir de discos, que se depositan en un medio de cultivo solido que
ha sido sembrado con la cepa del indculo seleccionado en un cultivo aséptico. El
diametro de esta zona de inhibicion alrededor del disco antimicrobiano se
corresponde con la concentracidn minima inhibitoria (MIC) para esa combinacion

concreta de bacteria y antimicrobiano. En general, cuanto mayor es la zona de
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inhibicién, menor es la concentracion del antimicrobiano que se requiere para inhibir

el crecimiento de los microorganismos (OIE, 2012).

4.3.2 Dilucion en medio liquido o caldo

La diluciébn en medio liquido es una técnica en la que se analiza una
suspensién de bacterias de una concentracion predeterminada, 6ptima y apropiada
frente a varias concentraciones de un agente antimicrobiano (normalmente
mediante diluciones seriadas a la mitad) en un medio liquido de formulacion
documentada y predeterminada. El método se puede realizar tanto en tubos con un
contenido minimo de 2 ml (macrodilucién) como en volumenes mas pequefios,

utilizando placas de microtitulacion (microdilucién) (OIE, 2012).

4.3.3 Diluciéon en medio sélido con agar

La dilucion en medio solido implica la incorporacion de concentraciones
variadas de agentes antimicrobianos, en un medio solidificado con agar, utilizando
generalmente diluciones seriadas dobles y la aplicacion de un in6culo bacteriano
definido a la superficie de la placa que contiene el agar. A menudo, los resultados
derivados de estos ensayos se consideran como los mas fiables para la
determinacion del wvalor MIC para una determinada combinacion

bacteria/antimicrobiano en una prueba concreta (OIE, 2012).

4.3.4 Concentracion inhibitoria minima

La Concentracion inhibitoria minima (CIM) es la minima concentracion del
agente antimicrobiano que inhibe la multiplicacion y produccion de un crecimiento
visible de una cepa bacteriana dada en el sistema de prueba. Se determina la
concentracion en el laboratorio incubando una cantidad conocida de bacterias con

diluciones definidas del agente antimicrobiano. Utilizando los criterios de
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interpretacion del CLSI y los resultados se interpreta como susceptible, o resistente
para el caso de P. aeruginosa. Las pruebas de la CIM pueden ser realizadas usando
como medios de cultivo en caldo o agar, pero la microdilucion en caldo es el método

mas utilizado en los laboratorios clinicos (Coyle, 2006).

4.4. Las abejas sin aguijon en Guatemala

Las abejas (Insecta: Hymenoptera: Apoidea) son uno de los grupos de
insectos de mayor abundancia en el mundo, se conocen alrededor de 20,000
especies, distribuidas en 7 familias. La familia Apidae incluye a las subfamilias
Apinae y Anthophorinae. Dentro de las Apinae se encuentran las tribus Apini (abejas
de la miel), Euglossini (Abejas de las orquideas), Bombini (abejorros) y Meliponini
(abejas sin aguijon). Los Meliponinos se distribuyen en las zonas tropicales y
subtropicales del mundo y presentan mayor riqueza en el neotropico, en Brasil se
han encontrado méas de 300 especies de abejas sin aguijon distribuidas de acuerdo
a sus requerimientos climaticos, en Costa Rica se han identificado hasta 50
especies, en México 46 especies y en Guatemala se ha reportado la presencia de
11 géneros y 32 especies, sin embargo se estima que la diversidad de este grupo
debe ser muy similar a la de México o Costa Rica, mientras en la region Indo-Malaya
se reportan 60 y en Africa 50, en otras regiones la diversidad es mucho menor. Las
abejas sin aguijon presentan como caracteristica anatébmica principal la ausencia de
un aguijon funcional, comparado con otros grupos de abejas, la venacion en sus
alas es débil y son verdaderamente sociales (Enriquez, Yurrita y Dardon, 2006).
Pertenecen al grupo de abejas corbiculadas nativas de América que posee
comportamiento altamente social, colonias numerosas y perennes que se
reproducen por medio de enjambres y que cuentan con diferenciacion de castas
(reina, obreras y zanganos), y una comunicacion altamente desarrollada entre los

miembros de la colonia (Nates, 2005).
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4.4.1 Clasificacion de los meliponinos

Con fines préacticos, los Meliponinos suelen ser divididos en dos grupos
Meliponas y Trigonas. Las Meliponas (especies del género Melipona) se distribuyen
en la regidon neotropical de América y cuentan con alrededor de 40 especies. Las
Trigonas (géneros Trigona, Scaptotrigona, Partamona, etc.) presentan cerca de 20
géneros con mas de 200 especies y estan distribuidos en las areas tropicales y
subtropicales de todo el mundo, principalmente en el neotropico. En Guatemala las
abejas mas populares son: Melipona beecheii (Criolla o Colmena Grande),
Scaptotrigona pectoralis (Magua alazdn, Congo Canche o Congo Alazan),
Scaptotrigona mexicana (Magua Negro o Congo Negro), Trigona (Tetragonisca)
angustula (Chumelo o Doncellita) y Geotrigona acapulconis (Talnete). El precio de
la miel oscila entre $ 10.00 (Q80.00) a los $ 33.00 (Q 250.00) la botella (760ml),
dependiendo de la especie de abeja y la demanda del producto (Enriquez et al.,
2006).

Las obreras Tetragonisca angustula (T. angustula) son abejas de 4 mm. de
longitud, cuerpo fino o alargado, abdomen amarillo, cabeza y térax negro brillante y
con escaso pelo. Las patas posteriores se destacan porque las tibias son negras y
brillantes y poseen una corbicula o canasta de polen. Los machos no tienen
corbicula, la cara tienen manchas conspicuas, las antenas son mas largas que las
hembras y el térax es mas voluminoso. Las reinas virgenes generalmente son muy
parecidas a las obreras, pero una vez son fecundadas y estan en postura, el
abdomen se desarrolla mucho debido a la activacion de sus ovarios, pudiendo ser

diferenciadas facilmente de las obreras (Nates, 2005).

La abeja T. angustula mantiene una produccion de miel desde los 500 ml.
Hasta 1 litro al afio. En un estudio realizado por Agostini y Sazima (2003), se evaluo
el nimero de especies de abejas Apinae y Meliponinae, que visitan con mayor
frecuencia las flores de las plantas, asi como también la diversidad de plantas;
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resulté que la T. angustula fue la abeja que visitdo mayor diversidad de plantas;
después de Trigona spinipis Fabricius y A. mellifera L. Las meliponas tienen un gran
potencial como abejas polinizadoras. Segun Aidar (1999), las especies vegetales
mas importantes para las abejas T. angustula son el mango (Magnifera indica L.),
guayaba (Psidium guajava), limoén (Citrus limén Burm) y maracuya (Pasiflora edulis
Sims). El radio de colecta de polen varia segun la especie de meliponas, puede ir

desde los 200 metros hasta los 600 metros para T. angustula (Gamero, 2006).

4.4.2 Miel

Solamente se conoce la definicion que el “Codex Alimentarius” asigna a la miel
de Apis mellifera “Se entiende por miel la sustancia dulce natural producida por
abejas Apis mellifera a partir del néctar de las plantas o de secreciones de partes
vivas de éstas o de excreciones de insectos succionadores de plantas que quedan
sobre partes vivas de las mismas y que las abejas recogen, transforman y combinan
con sustancias especificas propias, y depositan, deshidratan, almacenan y dejan en

el panal para que madure y afieje” (Codex Alimentarius, 2001).

4.4.3 Miel de abejas nativas

La miel de abejas varia de acuerdo a factores como el recurso floral disponible
para la obtenciéon de polen y néctar, area geografica y especie de abejas en
cuestiéon. (Enriquez, y Maldonado, 2008). La miel de abeja Melipona beecheii es
llamada en Guatemala “miel blanca de colmena grande Criolla”, la poblacién rural
la utiliza para curar problemas gastrointestinales, enfermedades del tracto
respiratorio, golpes y otros (Enriquez, Yurrita, Aldana, Ocheita, Jauregui y Chau,
2004). Se ha utlizado con éxito en Medicina Veterinaria en el tratamiento de
conjuntivitis (Comunicacion personal, Garcia, 10 de junio de 2017). La miel de T.
angustula es tradicional y ampliamente utilizada en el tratamiento de varias

afecciones, especialmente de las vias respiratorias y los 0jos, debido a que es una
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de las abejas mas limpias que se conocen (Nates, 2005). En el cuadro 1 se observa
los componentes fisicoquimicos de la miel de abejas sin aguijén propuestos a la

Comision del Codex Alimentarius.

Cuadro 1. Composicion fisicoquimica de la miel de Meliponas propuesta a la

Comisién del Codex Alimentarius

Composicion de Estandares
la miel Melipona Scaptotrigona Trigona

Humedad (g/1009) Max. 30.0 Max. 30.0 Max. 30.0
Azlcares
reductores Min. 50.0 Min. 50.0 Min. 50.0
(9/1009)
Sucrosa (g/100g) Max. 6.0 Max. 2.0 Max. 6.0
Acidez (meq/1009) Max. 70.0 Max. 85.0 Max. 75.0
Cenizas (g/100gq) Max. 0.5 Max. 0.5 Max. 0.5
Hidroximetilfurfural

Max. 40.0 Max. 40.0 Max. 40.0
(mg/Kg)
Actividad de Ia _ _ _

_ Min. 3.0 Min. 3.0 Min. 7.0

Diastasa (DN)

Fuente Vit, Medina, y Enriquez, 2004

4.4.4 Otros componentes quimicos de la miel

La composicién bioquimica de la miel de abejas sin aguijon esta determinada
principalmente por una alta cantidad de monosacéridos, que constituyen del 53 al
80% de la miel; agua, alrededor de un 23 al 31%; minerales y sustancias
nitrogenadas; acidos organicos los cuales confieren a la miel un pH de 3.6 a 4.2,
entre otros compuestos (Enriquez, et al., 2006). En el cuadro 2 se menciona algunos

de los usos que se le da a la miel de abejas sin aguijon.
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Cuadro 2. Usos terapéuticos de la miel de abejas nativas

Nombre cientifico

Utilidad

Melipona beechii

Afecciones estomacales (Diarrea, gastritis, dolor
de estomago); llagas y heridas en la piel;
alimento energizante; dolores menstruales;
insomio; manchas en cara; afecciones
respiratorias (bronquitis); golpes; afecciones en

oculares.

Tetragonisca angustula

Afecciones oculares (catarata y pterigion);
Ulceras; golpes; malestares estomacales y como

energizante.

Geotrigona acapulconis

Fracturas; golpes; afecciones oculares; limpieza

de rifiones; purgante.

Plebeia sp.

Afecciones oculares (catarata, pterigion);

golpes; dolor estomacal.

Fuente Vit, Medina y Enriquez, 2004

4.4.5 Extraccion de la miel de las colmenas

Se abre la caja y cortar con la ayuda del cuchillo los potes de miel en un solo
paquete. Evitar romper los potes de polen porque atraen a los féridos. Se colocan
los potes de miel en un recipiente y se exprimen para sacar la miel, la cual se cuela
con un cedazo o manta fina para luego colocarla en la botella de vidrio, para

almacenarla en un lugar fresco y seco. Otra técnica es extraer la miel, directamente

de los potes con ayuda de una jeringa (Enriquez et al., 2006).
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4.4.6 Propdleo

El propodleo es una sustancia resinosa de color pardo rojizo o amarillo verdoso
producido por las abejas a partir de resinas y que tiende a oscurecerse. Este
polimero balsamico resinoso de las abejas contiene, fundamentalmente, cera y
aceites esenciales, y es una sustancia muy compleja, (Tringale, 1989; Asis, 2007).
Soluble en alcohol y en solventes, tales como, éter, cloroformo, acetona, benceno,
tricloroetileno y otros (Root, 1959; Tringale, 1989; Saiz y Serrano, 2003). Es
sumamente inestable en frio, se comienza a ablandar a partir de los 15° C. tiene su
punto de fusion en los 62 — 70° C (Root, 1959; Asis, 2007; Saiz y Serrano, 2003).
El propdleo es un subproducto, que sirve a las abejas para protegerse de agentes
externos, lo recolectan de exudaciones de los arboles, le adicionan cera por medio

de sus glandulas y lo utilizan como sellador de la colmena (Enriquez, et al., 2004).

4.4.7 Composicion quimica del propdleo

La composicidn quimica del propoleo es compleja y depende de la flora de la
region donde es recolectado, los microorganismos presentes en el entorno
geografico, la técnica de obtencion y de factores climatologicos que influyen,
ademas, en las caracteristicas microscépicas y organolépticas del propoleo
(Noriega y Rodriguez, 2014). En el cuadro 3 se describe la composicion quimica del

propéleo.

Cuadro 3. Composicion quimica del propoleo

Composicion quimica
i %
del propodleo

Resinas 40-80
Ceras 50
Aceites esenciales 45 -15
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Minerales simples 5-11

Impurezas mecanicas <15
Sustancias tanicas 4-10,5
Polen 5-11

Fuente: Saiz y Serrano, 2003; Asis, 2007

4.4.8 Otros compuestos identificados en el propdleo

En el propdleo han sido identificados mas de 300 componentes: polifenoles
qgue incluyen flavonoides, flavonas (destacando la crisina y fundamentalmente la
galangina), flavonoles (principalmente quercitina), flavononas como la
pinocembrina, agliconas, acidos benzoicos, &cidos cinamicos, aldehido cinamico,
y alcohol cinamico, &cidos fendlicos y sus ésteres. En el propdleo existe una gran
cantidad de acidos grasos, como el acido undecandico, acido neuroénico y los acidos
insaturados. Se han encontrado cantidades variables de las siguientes vitaminas:
Al, B1, B2, B6, C, E, &cido nicotinico y acido pantoténico. En el propéleo han sido
detectados los siguientes microelementos: aluminio, bario, bismuto, calcio, potasio,
sodio, cobalto, cobre, estroncio, hierro, magnesio, manganeso, niquel, plata, silicio,
vanadio, boro, cromo, selenio, molibdeno y zinc (Tringale, 1989; Saiz y Serrano,
2003; Asis, 2007).

Los flavonoides son pigmentos vegetales, similares a las antocianinas, cuya
funcién en las plantas es realizar una accién de proteccién y estimulacién de las
funciones metabdlicas basicas, tales como la respiracion. Las flavonas se
encuentran en grandes cantidades en los cogollos de las plantas que ejercen una
accion protectora eficaz contra la adversidad parasitaria y los rigores del invierno,
las acciones de proteccion se acentlan aun mas por la capa de cera-resinosa de

las gemas del mismo (Tringale, 1989).

Los acidos aromaticos, ésteres y otros derivados tales como el cafeato de

fenetilo, cinamato de bencilo, metilcinamato, acido cafeico, cinamato de cinamilo y
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cinamoglicina, son responsables por las propiedades antifungales, antivirales,
antiinflamatorias y anticancerigenos del propéleo. El propéleo no contiene albimina,

acidos nucleicos, lipidos ni hormonas (Asis, 2007).

En 1960 comienzan las primeras investigaciones, donde Lavie demuestra la
actividad bacteriostatica del propdleo, evidenciando una alta actividad sobre
Bacillus subtilis, Bacillus alves y Proteus vulgaris; una actividad media sobre
Salmonella y Bacillus larvae. La actividad fue nula sobre Escherichia coli y

Pseudomonas pyocyanea (Saiz y Serrano, 2003).

Varios equipos de investigadores han examinado la accion del propdéleo contra
el desarrollo de la bacteria H. pylori. Darren Morton y su equipo del Hospital General
de Rotterdam, en el Reino Unido, han presentado en el Congreso sobre
Enfermedades Intestinales celebrado en San Diego (Estados Unidos), una
investigacién sobre la efectividad del propdleos sobre este patégeno (Saiz y
Serrano, 2003).

4.4.9 Propiedades atribuidas

4.49.1. Antioxidantes

Los flavonoides son poderosos antioxidantes capaces de eliminar los radicales
libres y proteger la membrana celular contra la peroxidacion lipidica. (Noriega y
Rodriguez, 2014). Los antioxidantes mas potentes del propdleo son la querceina,
kampferol, miricetina, naringenina y hesperetina, especialmente la primera y en
general el consumo de flavonoides como los contenidos en el propoleo de diferentes
plantas esta relacionado con una mejor ocurrencia de trastornos isquémicos,
enfermedad cerebrovascular, cancer prostatico y de los pulmones, diabetes de tipo
2 y asma (Asis, 2007).
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4.4.9.2. Accion fungicida

La Guardia (2011), realizé un estudio validando la actividad bioldgica de las
tinturas de los propodleos contra hongos causantes de dermatitis micoticas en perros
ya que todas las tinturas de propdleo al 10.5% (CIM) y concentraciones superiores,

tuvieron actividad antimicética y antilevadura “in vitro”.

4.49.3. Accion antibacteriana

Las propiedades del propdleo pueden ser atribuidas principalmente, a los
flavonoides pinocembrina, galangina, pinobanksina, pinobanksina-3-acetato y éster
bencil del acido p-cuméarico. También intervienen el acido benzoico, ferdlico y
cafeico. El acido cafeico es uno de los compuestos que intervienen en la actividad
del propdleo contra Streptococcus aureus, Proteus vulgaris, Mycobacterium
tuberculosis y Helminthosporium sp. El propéleo es activo frente a Staphylococcus
aureus, Streptococcus, Bacillus anthracis y Erisipeothrix rusihepatiae; es muy poco
activo frente a Bacillus bombicis, el Streptococcus bombicis y es inactivo frente a

Escherichia coli, Streptococcus apis y Bacillus larvae (Asis, 2007).

4.49.4. Antiviral

Los flavonoides revelan una actividad antiviral bien definida, en particular la
apigenina, acacetina y pectolinarigenina estan presentes en las yemas del alamo y
del abedul. El propdleo inactiva los virus de Aujesky y la cepa vacunal La Sota, pero
no al de la encefalomiocarditis; ademas el propdéleo es inocuo para los animales de

laboratorio y los embriones de pollo (Asis, 2007).

Amoros y Sauvager de la Facultad de Medicina de Rennes, (citado en Fierro,
2000) confirmaron la accion virulicida frente al herpes tipo 1 y 2, y frente al
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Poliovirus, estableciendo que los flavonoides, que actian en sinergismo con un

éster del acido cafeico y el acido ferulico, reducen la sintesis del ADN viral.

4.49.5. Antiinflamatoria

En estudios "in vivo" la actividad antiinflamatoria observada podria estar
relacionada con varios mediadores de la inflamacion como son las prostaglandinas,
leucotrienos y la histamina (Saiz y Serrano, 2003). Song et al., 2002 (citado en Saiz
y Serrano, 2003), conocida la evidencia de la codependencia existente entre la
angiogénesis y la inflamacion crénica investigan "in vivo" varios extractos de
propéleo, asi como CAPE, un principio activo de esta sustancia, observando que la
presencia de los compuestos mencionados inhibe la angiogénesis. Estos resultados
sugieren que esta actividad antiangiogenética es también responsable de los
efectos antiinflamatorios del propdleo.

4.4.10. Técnicas de extraccion del propdleo
4.4.10.1. Técnica de raspado

Consiste en raspar con una rasqueta (espatula de metal con agarrador de
madera) el propéleo depositado por las abejas sobre los marcos, bordes, tapadera,
etc. En este sistema pueden aparecer restos de madera, alas de abejas, entre otros,
por lo que debe ser sometido a un proceso de purificacion (Dussart, 2007; Lacalle,
2008).
4.4.10.2. Técnica de malla plastica

Se realiza mediante la colocacion de una rejilla o malla (tela mosquitera o

plastica) sobre la ultima alza con el fin de despertar el instinto de las abejas obreras,
invitandolas a cubrir los agujeros de las diferentes mallas depositando propéleo en

27



ellos. Estos agujeros pueden ser de cualquier formato, pero no han de superar los
4 mm de didmetro puesto que ésta es la medida del ancho de una obrera, y de ser
asi las abejas podrian atravesarlo, convirtiéndolo en un lugar de paso, y olvidandose
por tanto de cubrirlo. Una vez colectadas las mallas se introducen en un congelador
para facilitar la liberacion del producto. Posteriormente se introducen en un balde
de agua para separar posibles impurezas (ceras, astillas y abejas muertas) del
propéleo en si. Una vez separado el propéleo, se seca a temperatura ambiente o
en la nevera para retirarle la humedad adquirida durante el paso de lavado y se
almacena en recipientes de vidrio o en papel aluminio protegido de la luz y el aire
(Dussart, 2007; Lacalle, 2008).

4.5. Tintura de propdleo

Es una preparacion obtenida por maceracion del propoleo en alcohol etilico al
70 6 96% ya que mejora la extraccion de sus compuestos. Comunmente el titulo de
la tintura varia de 15 a 30%, es decir que 100 g de tintura contienen respectivamente
85 a 70 g de alcohol y 15 a 30 g de propoleo. Aunque el propdleo no es
completamente soluble en alcohol, este es uno de sus disolventes de eleccion. La
solubilidad del propdleo se reduce de 80 a 50%, ya que aumenta su concentracion.
Para facilitar esta solubilidad es necesario su pulverizacion, almacenandolo
previamente en la nevera para favorecer el endurecimiento, con un pequefio
mortero. Una vez triturado se deja en remojo en alcohol durante unos 15 a 30 dias,
agitando la solucion al menos cada 2-3 dias para facilitar el contacto entre las
particulas de propdleo y alcohol. Luego se filtra la solucién suavemente evitando
moverla demasiado para no ocluir los poros del filtro. La tintura de propdleos se
conserva bien a temperatura ambiente (20-25°C). Especialmente en aquellos que
son para la venta se debe evitar el almacenamiento en lugares demasiado frios
porque la temperatura inferior a 12°C altera algunos compuestos insolubles

ocasionando la turbidez de la solucién. La luz también puede ser perjudicial para la
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tintura por lo que es recomendable utilizar recipientes de vidrio oscuro (Tringale,
1989).

4.6. Recursos alimenticios de las abejas sin aguijon

Los recursos alimenticios de las abejas incluyen polen, néctar, savia, lipidos
florales, entre otros. La savia de las plantas es una sustancia acuosa con un pH
alto, contiene sacarosa y otros azucares, aminoacidos, vitaminas, minerales y en
algunas ocasiones proteinas, recurso muy utilizado en los tropicos por especies del
género Trigona. Los lipidos florales son aceites que secretan algunas plantas y que
visitan exclusivamente las abejas, contienen aminoacidos, glucosa, carotenoides,
fenoles, glicésidos, isoprenoides no volatiles y saponinas que proporcionan altas
cantidades de energia. El néctar suele aportar principalmente azlcares y es a base
de éste que las abejas producen la miel, al disminuir la cantidad de agua y aportarle
enzimas. El polen presenta una gran cantidad de proteinas, vitaminas (A, B, C, D,
E y K), minerales, carbohidratos y aminoacidos esenciales, ademas de elementos
como el fésforo, manganeso, azufre, cobre, calcio, potasio, etc. También poseen
agentes antibidticos muy poderosos y una provitamina llamada caroteno (Enriquez
et al., 2006).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Recursos humanos

¢ Investigadora.
e Asesores de investigacion.

e Personal de laboratorio.

5.1.2 Recursos de campo

e Frascos de vidrio opaco de 50 ml.
e Papel aluminio.

e Rasqueta.

e Colador.

e Papel filtro.

e Recipientes plasticos.
e Miel pura.

e Propoleo en bruto.

e Alcohol al 70%.

e Hojas de papel.

e Lapiceros.

e Calculadora.

5.1.3 Recursos bhioldgicos

e Colonias de abejas Tetragonisca angustula.

o Cepa de Pseudomonas aeruginosa (aislada de caninos con otitis).
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5.1.4 Recursos de laboratorio

¢ Plantilla para siembra.

e Cristaleria (probetas, beakers, erlenmeyers, tubos de ensayo).

e Papel filtro.

e Disolventes: agua desmineralizada.

e Placas de petri descartables simples y triples.

e Asa bacteriolégica.

¢ Quemador de asas.

e Campana bacteriologica con flujo laminar.

e Balanza analitica.

e Medios de cultivo: Agar sangre, Caldo tripticasa soya, Agar Mller Hinton.

e Discos de sensibilidad: Amikacina, Gentamicina, Cefotetan,
Enrofloxacina.

e Agitador magnético y eléctrico.

e Nefelometro.

e Autoclave.

e Incubadoras a 37°C.

e Refrigeradora a 5°C.

e Enrofloxacina (solucion al 2.5%).

5.2. Metodologia

Se realiz6 un estudio “in vitro” para la determinacion, mediante la técnica de
macrodilucion en placa, del efecto inhibitorio de crecimiento de la miel pura de abeja
Doncellita (Tetragonisca angustula) sobre la cepa de P. aeruginosa. Por ser un
producto que se utiliza puro, no se determind la Concentracion Inhibitoria Minima
(CIM) evitando alterar su efecto al diluirlo. Por otro lado se realizo el estudio “in vitro”

para la determinacion, mediante la técnica de macrodilucion en placa, del efecto
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inhibitorio de crecimiento de tintura de propoéleo de abeja Doncellita (Tetragonisca
angustula) al 10% sobre la cepa de P. aeruginosa. Se trabajé con un grupo control
positivo (a inhibicidn), para ello se utilizé enrofloxacina al 2.5% que fue el antibiético
gue presento inhibicion del crecimiento bacteriano en el antibiograma de disco. Se
trabajé un grupo control negativo (a inhibicion) al cual solamente se le afiadid
alcohol etilico al 70% que fue la concentracion utilizada para elaborar la tintura.

5.2.1. Area de trabajo

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia y la Granja
Experimental de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
de San Carlos de Guatemala. La granja experimental tiene una extension de 14
hectareas, esta localizada en la Ciudad Universitaria de la zona 12, ciudad de
Guatemala. Se encuentra dentro de la zona de vida “bosque humedo subtropical
templado”, a una altitud de 1551.5 m.s.n.m., con una temperatura que oscila entre
20°C — 26°C y una precipitacion pluvial entre 1,100 — 1,345 mm / afio distribuidas
de mayo a noviembre, la humedad relativa media anual es de 78%. (De la Cruz,
1976)

5.2.2. Obtencidén y seleccion de cepa bacteriana

Se empled la cepa de P. aeruginosa perteneciente al cepario del Laboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia la cual fue
aislada de pacientes caninos con otitis. Esta bacteria fue seleccionada en base a la
incidencia de la misma en infecciones de oido y piel de perros, asi como en
infecciones nosocomiales en humanos y por la resistencia que presenta a diferentes

antimicrobianos.
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5.2.3. Reactivacién de la cepa bacteriana y preparacion del inéculo

Para la preparacion del indculo se reactivd la cepa de Pseudomonas
aeruginosa, sembrandola en agar sangre e incubandola a 37°C por 24 horas en
aerobiosis. Luego se tomo una asada de ese cultivo, y se inocul6 en caldo Tripticasa
Soya para ser incubada a 37°C por 24 horas. De esta solucion se tom6 0.05 mly se

diluy6 en 4.95 ml de solucién salina estéril, luego se procedié a homogenizar.

5.2.4. Seleccién del antibiético

Se determin6 por medio de un antibiograma el antibiético que produjo mayor
inhibicidn en el crecimiento de esta cepa bacteriana para ser utilizado como control
positivo (a inhibicion). Para ello se utiliz6 gentamicina 10 pg, amikacina 30 pug,
cefotetdn 30 pg y enrofloxacina 5 ug por estar disponibles en el laboratorio siendo

enrofloxacina el antibiético al que la P. aeruginosa presenté mayor susceptibilidad.

5.2.5. Obtencion de miel

Se obtuvo miel pura directamente de las colmenas de abeja Doncellita del
meliponario ubicado en la Granja Experimental de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, haciendo uso de la técnica de extraccion de miel de los
potes con jeringa estéril, colocandola en recipientes de vidrio estériles y

almacenandola en refrigeraciéon (6°C).
5.2.6. Preparacion del agar miel

Se preparé en un erlenmeyer estéril agar Mueller-Hinton en forma liquida y se
reservo para permitir que bajara la temperatura a 50°C y luego mezclarlo con la

miel. En una placa de petri estéril simple se deposité 1.5 ml de miel pura, luego se

deposité 13.5 ml del agar preparado previamente, se homogenizé y fue incubada a
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37°C por 24 horas para determinar su esterilidad. Las placas fueron incubadas en
posicion directa (no invertida) ya que en un ensayo previo se determiné que al
invertir la placa, la miel se derramaba. Se realizO 5 repeticiones de este

procedimiento.

5.2.7. Obtencién de propodleo

El propdleo crudo se obtuvo de las colmenas de abeja Doncellita del
meliponario ubicado en la Granja Experimental de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia mediante técnica de raspado y de malla plastica (Dussart,
2007; Lacalle, 2008) segun fue necesario, colocandolo en papel aluminio para que
no fuera afectado por la luz. Se mantuvo el propéleo crudo en congelacién por 48

horas, hasta el momento de la elaboracion de la tintura.

5.2.8. Elaboracién de tintura de propéleo

Luego de pasar 48 horas en el congelador se procedio a extraer el propéleo
para macerarlo o triturarlo. Se peso6 10g. de propéleo en un frasco de vidrio opaco
y se le agreg6 90g. de alcohol etilico al 70% para obtener una concentracion de
propéleo al 10%. Para la concentracion al 20% se agregd 20g. de propodleo y 80g.
de alcohol etilico al 70%. Se almaceno la mezcla a temperatura ambiente en lugar
fresco y se agitd 30 minutos diarios durante 15 dias para favorecer la extraccion del
propéleo. Se procedid entonces a filtrar la preparacion para separar la cera y otros

solutos presentes (Tringale, 1989).
5.2.9. Preparacion del agar propoleo
Para determinar la actividad antimicrobiana de la tintura de propdleo se tomé

como base el método de dilucion descrito por (Mitscher et al., 1972). Primero se

realizé la fase de tamizaje que consistio en preparar en un Erlenmeyer estéril agar
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Mueller-Hinton en forma liquida y se reservo para que bajara su temperatura 50°C

y luego mezclarlo con la tintura.

e Tintura al 10%: en una placa de petri estéril de triple compartimiento (se
identifico A, B, C), se deposité en el compartimiento “A” 1 ml de tintura de
propéleo al 10%, luego se depositd 9 ml del agar preparado previamente, se
homogenizo y fue incubada en posicién invertida a 37°C por 24 horas para
determinar su esterilidad.

e Tintura al 20%: en una placa de petri estéril de triple compartimiento (se
identificé A1, D, E), se deposité en el compartimiento “A1” 1 ml de tintura de
propdleo al 20%, luego se deposité 9 ml del agar preparado previamente, se
homogenizo y fue incubada en posicion invertida a 37°C por 24 horas para

determinar su esterilidad. Se realizo 5 repeticiones de este procedimiento.

5.3. Preparacién de los grupos controles

5.3.1. Control positivo (A inhibicién)

Se prepar6 en un Erlenmeyer estéril agar Mieller-Hinton en forma liquida y se
reservo para permitir que bajara la temperatura a 50°C y mezclarlo con el antibiético
seleccionado en el antibiograma. En la placa de petri estéril triple se deposito en el
compartimiento “C” 1 ml de enrofloxacina al 2.5% y luego se deposité 9 ml del agar
preparado anteriormente, se homogenizo6 para posteriormente incubarla en posiciéon
invertida a 37°C por 24 horas. En el control positivo no se esperaba crecimiento

bacteriano. Se realizo cinco repeticiones de este procedimiento.

5.3.2. Control negativo (A inhibicién)

Se prepar6 en un Erlenmeyer estéril agar Mieller-Hinton en forma liquida y se

reservo para permitir que bajara la temperatura a 50°C y mezclarlo con etanol al
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70%. Esto con la finalidad de demostrar que el alcohol presente en la tintura no tuvo
efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano. En la placa de petri triple se depositd
en el compartimiento “B” 1 ml. de alcohol al 70% y luego se deposité 9 ml del agar
preparado anteriormente, se homogenizo para posteriormente incubarla en posicion
invertida a 37°C por 24 horas. En el control negativo si se esperaba crecimiento
bacteriano. Se realizé cinco repeticiones de este procedimiento.

5.4. Siembra de la cepa bacteriana en el agar

Este procedimiento se realizd tanto para el grupo miel como para el grupo
propoleo y los respectivos controles. La inoculacion se llevé a cabo tomando una
azada de la solucion salina estéril, obtenida de la reactivacion de la cepa y
preparacion del inéculo, con la P. aeruginosa, se inocul6 en las placas de Petri con
los respectivos agares haciéndolo en forma radial siguiendo la direccion de las
agujas del reloj, para ello se utilizé una plantilla como guia quedando 8 posiciones
por placa, se dej6 incubar a 37°C por 24 horas en aerobiosis.

5.5. Determinacion de la Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) de tintura de

propoleo

5.5.1. Técnica de macrodilucién

De determinar actividad positiva de la tintura de propodleo al 10% en la fase
anterior se procederia a determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)
realizando diluciones seriadas (5%, 2.5% 1.25%, 0.625%) hasta encontrar la
concentracion minima que fuera capaz de inhibir el crecimiento visible de la bacteria
a 37°C por 24 horas. Al no encontrar actividad positiva en la concentracion
propuesta (10%), en la fase anterior, se procedid a evaluar el efecto en

concentracion de 20% para determinar posteriormente la CIM. Al no encontrar
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efecto inhibitorio de crecimiento a esta Ultima concentracion, no se evalué a una

concentracidn mas alta debido a su alto costo.

5.5.2. Interpretacion de resultados o variables a medir

e Positivo a inhibicion de crecimiento: no hay crecimiento bacteriano a lo largo
de la inoculacién (+).

¢ Negativo a inhibicion de crecimiento: si hay crecimiento bacteriano a lo largo
de la inoculacion (-).

e Contaminacion: hay crecimiento bacteriano fuera de la inoculacion.

5.6. Analisis de datos

Para analizar los datos obtenidos del efecto antibacteriano de la miel y tintura
de propdleo de la abeja Doncellita (Tetragonisca angustula) se utilizé estadistica
descriptiva anotando en hojas de registro previamente elaboradas los resultados de
la inhibicion o no del crecimiento bacteriano observado en las siembras realizadas
y la presentacion de resultados se realiz6 por medio de tablas. Se realizdé 5
repeticiones de cada grupo para validar el estudio y poder obtener porcentajes de

los resultados.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

Este estudio evaluo el efecto antibacteriano de productos naturales que estan
al alcance de la sociedad, son econémicos, accesibles y pueden ser una alternativa
para el tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa, para la cual se ha
reportado resistencia a varios antibiéticos, (Trabanino, 2013; OMS, 2017). En esta
investigacion se observd que la miel pura de abeja Doncellita inhibié el 100% del
crecimiento de la bacteria P. aeruginosa por medio de la técnica de macrodilucién
en placa, utilizando como base el método de dilucion Mitscher, por lo tanto, se
acepta la hipétesis planteada. La tintura de propdleo al 10% y 20% de abeja
Doncella presenté 0% de inhibicién de crecimiento de la P. aeruginosa, por lo que
se rechaza la hipétesis planteada. El agar Mueller Hinton es el mejor medio para las
pruebas de sensibilidad de rutina de la mayoria de bacterias ya que permite obtener
resultados confiables, tiene baja cantidad de inhibidores para sulfonamidas,
trimetoprim y tetraciclinas, permite buen crecimiento de la mayoria de patégenos y
existe evidencia experimental sobre pruebas de sensibilidad realizadas con este
medio (OIE, 2012).

Para el grupo miel se realizé cinco repeticiones es decir cinco placas
individuales y en cada una de ellas se realizé 8 inoculaciones segun la plantilla de
siembra utilizada. En el cuadro 4 se observa como la miel pura presento el 100% de
inhibicion de crecimiento in vitro de la P. aeruginosa ya que, de las cinco
repeticiones realizadas, en ninguna de las ocho posiciones inoculadas se observo

crecimiento bacteriano.
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Cuadro 4. Resultados de inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro de miel
pura de Abeja Doncellita contra P. aeruginosa

POSICIONES INOCULADAS REPETICIONES

BACTERIA 112]3|4]|5

1 P. aeruginosa + |+ |+ [+ |+

2 P. aeruginosa + |+ |+ |+ |+

3 P. aeruginosa + |+ |+ [+ |+

4 P. aeruginosa + |+ |+ |+ |+

5 P. aeruginosa + |+ |+ |+ |+

6 P. aeruginosa + |+ |+ |+ |+

7 P. aeruginosa + ]+ |+ [+ ]|+

8 P. aeruginosa + |+ |+ |+ |+
Porcentaje de positivo 100%

Porcentaje de negativo 0%

Fuente: Datos Experimentales

e Positivo a inhibicidbn: no hay crecimiento bacteriano a lo largo de la
inoculacion (+).
e Negativo a inhibicion: si hay crecimiento bacteriano a lo largo de la

inoculacion (-).

En este estudio se obtuvo resultados similares a los obtenidos en paises
Latinoamericanos donde Zamora y Arias (2011), demostraron en Costa Rica,
sensibilidad de P. aeruginosa a la miel de abejas sin aguijéon. Gamboa y Figueroa
(2008), mediante pruebas in vitro determinaron la capacidad antibacteriana de 37
mieles de Tetragonisca angustula de siete regiones de Colombia, siendo efectiva

contra bacterias Gram positivas y negativas.

A pesar de los pocos estudios que existen en Guatemala sobre las
propiedades que posee la miel de abejas nativas, se tiene antecedentes de la miel
de Melipona beecheii contra Staphylococcus aureus en donde Dardon (2005)
mediante la técnica de macrodilucion en placa determiné actividad antibacteriana

de esa miel y relaciond la diversidad del recurso floral de las abejas con la misma.
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Darddn y Enriquez, (2008), Fallas, Solérzano, Zamora, Arias, Umafa, y Aguilar,
(s.f.) determinaron que la miel de mayor diversidad de especies florales fue la que
presentd mayor capacidad para inhibir el crecimiento de P. aeruginosa. En este
estudio se obtuvo el efecto de inhibicion del crecimiento de P. aeruginosa, bacteria
gramnegativa con resistencia a antibiéticos como cefalosporinas, amikacina,

ciprofloxacina, lincomicina, ampicilina, entre otros (Bernal, Osorio y Torres, 2015).

Asis (2007) relaciona la actividad antibacteriana de la miel de abeja con su
osmolaridad por el alto contenido de azucares, el pH bajo, el cual puede ser
neutralizado al diluir la miel con sustancias neutralizantes, y el perdxido de
hidrogeno, producido por la enzima glucosa oxidasa, la cual puede ser inactivada
por el calor y la luz. La miel evaluada en este estudio tenia un pH 4 que es menor a
la reportada por Dardén y Enriquez en 2008, esto podria contribuir con la inhibicién

del crecimiento de P. aeruginosa que crece a un pH 7.

Romero y Gomez (2013), sugieren que la miel de la abeja Tetragonisca
angustula, posee propiedades antibacteriales que la hacen efectiva para detener el
crecimiento in vitro de Staphylococcus aureus coagulasa positivo y que el efecto
antibacterial de esta se debe a su alto contenido de humedad, mayor acidez y
peréxido de hidrégeno. Sin embargo, Estrada, Gamboa, Chaves y Arias, (2005)
mencionan que, aunque las propiedades antimicrobianas de la miel comiunmente
se le han atribuido a su alta osmolaridad y a la acidez, esto no es aplicable cuando
la miel ha sido diluida, ya que cuando la miel es diluida, ni la osmolaridad ni el pH
son suficientes como agentes antimicrobianos y es alli es donde cobran importancia
el peroxido de hidrégeno y los componentes fitoquimicos contenidos en ella. Esto lo
apoya un estudio de Taormina, Niemira y Beuchat, (2001), donde determinaron que
el principal factor antibacteriano de la miel es el peroxido de hidrégeno, que es
producido por la glucosa oxidasa procedente de las glandulas hipofaringeas de las
abejas. También agregan gue otros factores que no son perdoxidos como lisozima,

los acidos fendlicos y flavonoides presentes en la miel también pueden contribuir

40



como antimicrobianos. Esto lo confirma Fallas, et al, (s.f.) quienes encontraron los
flavonoides (Quercetina, Kaemferol, Naringenina y Leutolina) en miel especies de
T. angustula y M. beecheii.

Los resultados obtenidos en este estudio difieren con lo reportado por
Sgariglia, Vattuone, Sampietro, Sober’on y Sampietro (2010) en donde una de las
dos cepas de P. aeruginosa evaluadas, present6 resistencia a la miel de T.
angustula; por otra parte, ellos sugieren que el contenido de los azlcares en la miel
no interfiere con el crecimiento bacteriano por lo que la actividad antibacteriana de

la miel se debe a otros componentes y no a los azucares.

Este estudio abre las puertas a la realizacion de nuevos trabajos de
investigacion y experimentacion sobre la miel pura de abeja Doncella y muestra la
posibilidad de utilizarla como un inhibidor del crecimiento de la P. aeruginosa,
bacteria gramnegativa que es de importancia en la medicina humana y animal por

la resistencia que ha demostrado a varios antibiéticos.

Para el grupo propoleo al 10% se realiz6 5 repeticiones las cuales fueron
colocadas cada una en el compartimiento “A” de cada una de las cinco placas triple
utilizadas, en cada compartimiento “A” se realizé 4 inoculaciones. En el cuadro 5 se
observa que la tintura de propdleo en concentracién al 10% presentdé un 0% de
inhibicion del crecimiento in vitro de la P. aeruginosa, ya que, de las cinco

repeticiones realizadas, en las 20 posiciones se observo crecimiento.
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Cuadro 5. Resultados inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro de tintura
de propdleo AL 10% de Abeja Doncellita contra P. aeruginosa

POSICIONES
INOCULADAS
REPETICIONES BACTERIA 1 2 3 4
1 P. aeruginosa - - - -
2 P. aeruginosa - - - -
3 P. aeruginosa - - - -
4 P. aeruginosa - - - -
5 P. aeruginosa - - - -
Porcentaje de positivo 0%
Porcentaje de negativo 100%

Fuente: Datos Experimentales

e Positivo a inhibicibn: no hay crecimiento bacteriano a lo largo de la
inoculacion (+).

e Negativo a inhibicion: si hay crecimiento bacteriano a lo largo de la
inoculacion (-).

El propdleo es una sustancia de composicion compleja elaborada por las
abejas, a partir de resinas de plantas que las mismas modifican por glucolisis con
enzimas de las glandulas de su hipofaringe y mezclan con cera y polen, es usado
en la colmena como material de sellado durante el invierno y mantiene un ambiente
aséptico en la misma (Bankova, De Castro y Marcucci, 2000). Bankova y Popova
(2007), indican que la composicion de las resinas que conforman el propdleo,
colectado en diferentes meses del afio puede significar diferencias en cuanto a la
actividad antimicrobiana del mismo, asi también que el origen vegetal de los
propéleos en las abejas sin aguijén es distinto al de la especie Apis mellifera en un
mismo habitat, y mas adn que hay variacion en la composicion quimica de los
propéleos entre las diferentes especies de los meliponinos. Martinez, Garcia,
Durango y Gil (2012) por su parte revelan en un estudio, mayor actividad
antibacteriana del propéleo extraido con la técnica de malla plastica que con la de
raspado, asi mismo indican en ella menor contenido de humedad, cera y de cenizas

y mayor contenido de resinas con actividad biolégica. El propdéleo utilizado en este
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estudio fue colectado durante el mes de noviembre, recién finalizada la época de
invierno en nuestro pais y cabe mencionar que a pesar de haber colocado laminas
plasticas dentro de las colmenas para promover en las abejas la elaboracion de
propéleo al cubrir dichas laminas, se extrajo muy poco por lo que se completo la

muestra con la técnica de raspado.

Hay estudios que evidencian la efectividad del propdleo de A. mellifera contra
bacterias enteropatégenas (Gil, Perelli, Alvarado, Arias y Blumenthal, 2012) y
bacterias Gram positivas y Gram negativas incluyendo P. aeruginosa (Tolosa y
Caniizares, 2002). Mayta y Sacsaquispe (2010), encontraron efecto antibacteriano
in vitro del extracto etandlico de propéleo al 10% y 30% de Oxapampa-Peru frente
al S. mutans y S. aureus. Meresta y Meresta (citado en Marcucci, 1995), encontraron
sensibilidad de 69 cepas bacterianas de Staphylococcus spp. y Streptococcus spp.

a extractos de propéleos.

Con el resultado obtenido al evaluar la tintura de propoleo al 10% se procedi6
a realizar el estudio a una concentracion de 20%. Se utiliz6 una placa de tres
compartimientos, en un compartimiento se introdujo agar Mueller Hinton que fue
utilizado como control negativo, en el otro compartimiento se introdujo agar miel y
en el otro agar propodleo al 20%. Se realizd 5 repeticiones es decir 5 placas triples y
en cada uno de los compartimientos se realizd 4 inoculaciones respectivas. Como
se observa en el cuadro 6 se determind los siguientes resultados: la miel inhibio el
crecimiento del 100% de las siembras de P. aeruginosa, pues, de las 20
inoculaciones, en ninguna se observé crecimiento bacteriano. La tintura de propéleo
al 20% no inhibio el crecimiento de P. aeruginosa ya que en las 20 inoculaciones
realizadas se observd crecimiento bacteriano. Cabe mencionar que en el
crecimiento bacteriano en esta concentracion las colonias presentaron las
siguientes caracteristicas: pequefias, convexas y rugosas, comparado con la
concentracion de tintura al 10% en donde las colonias fueron grandes, lisas y

elevadas, por lo que se piensa que a una concentracibn mayor a la evaluada en
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este estudio es probable que el resultado sea diferente. En el grupo control negativo

con agar Mueller Hinton Gnicamente, si hubo crecimiento bacteriano.

Cuadro 6. Resultados inhibicién del crecimiento bacteriano in vitro de miel
puray tintura de propéleo al 20% de Abeja Doncellita contra P. aeruginosa

REPETICIONES TINTURA REPETICIONES MUEAI\_.LER REPETICIONES MIEL
POSICION PROPOLEO POSICION HINTON POSICION PURA
INOCULADA AL 20% INOCULADA INOCULADA

1 1 1
1l2l3lal-|-1-1-[slel7zls|-]-1-[-1olro]aafaa]+]+][+]+
2 2 2
1] 2s]al-]-1-[-|s]lel7ls|-[-[-1-]9]1o]at]aa|«][+][+]+
3 3 3
1]2sal-]-1-T-Islel7ls|-[-]-1-]9]1ofaa]aa|«][+][+]+
4 4 4
1]2sal-]-1-T-Islel7ls]-[-]-1-]9]1ofaa]aa|«][+][+]+
5 5 5
1]2sal-]-1-1-Islel7lsl-[-1-1-19]1ofaa]aa]«][+][+]+
Porcentaje negativo 100% | Porcentaje negativo  100% | Porcentaje negativo 0%
Porcentaje positivo 0% | Porcentaje positivo 0% Porcentaje positivo 100%

Fuente: Datos Experimentales

Segun Carrillo, Castillo y Mauricio (2011), los extractos etandlicos tienen una
mayor actividad antibacteriana en comparacion con los extractos acuosos, esta
actividad depende de la procedencia de los propdleos, del tipo de solvente
empleado en su extraccion y de la especie bacteriana estudiada siendo las bacterias
Gram positivas mas susceptibles que las Gram negativas. En este estudio se evalu6
el efecto inhibitorio del crecimiento del extracto etandlico, es decir, tintura de
propoéleo al 10 y al 20%, contra la cepa P. aeruginosa, en las dos concentraciones
evaluadas, se obtuvo que el 0% inhibi6 el crecimiento bacteriano. Esto conlleva a la
necesidad de realizar estudios mas profundos en cuanto a factores que pudieran
influir en la propiedad antibacteriana que si demostré tener contra Staphylococcus
aureus segun Manrique y Santana, 2008. El resultado obtenido en la concentracion

de propodleo al 20% mostré que el crecimiento bacteriano fue diferente al de la

44



concentracion 10% pues éstas fueron pequefias, convexas y rugosas siendo esto
una posibilidad de que a una concentracion mucho mayor a ésta, la P. aeruginosa
sea incapaz de crecer, aunque esto representaria poca rentabilidad debido a la
mayor cantidad de propodleo en bruto necesario para elaborar la tintura, pues las

abejas nativas producen en menor cantidad comparado con las abejas A. mellifera.

Yamamoto (citado en Fierro, 2000), establece que el componente responsable
de la accion antibacteriana del propdleo es un derivado del acido cinamico.
Mirzoeva, Grishanin y Calder (citado en fierro, 2000), sugieren que el &cido cindmico
y algunos flavonoides desactivan la energia de la membrana citoplasmatica,
inhibiendo la motilidad bacteriana, haciéndola mas vulnerable al ataque del sistema
inmunologico y potenciando los antibidticos. Takaisi y Schilcher (citado en fierro,
2000), sugieren que el propdleo desorganiza el citoplasma, la membrana
citoplasmatica y la pared celular causando bacteriolisis parcial e inhibiendo la
sintesis proteica. Estos datos nos obligan a realizar estudios profundos sobre la
composicién del propdleo de abejas nativas en nuestro pais para poder establecer
las variaciones en su composicion en diferentes épocas de recoleccion y comparar
los efectos de esa accidn bacteriana reportada. La informacién generada en este
estudio indica que la miel pura de abeja T. angustula nativa en Guatemala inhibe el
crecimiento bacteriano de la bacteria P. aeruginosa, al mismo tiempo estimula el
desarrollo de nuevos estudios para validar esta propiedad atribuida y asi contar con

una alternativa natural en la medicina tanto veterinaria como humana.

En el antibiograma realizado se determiné que P. aeruginosa fue sensible a la
enrofloxacina al 2.5% por lo que se utilizd6 este antibiético adicionado en agar
Mueller Hinton como grupo control positivo. Se realiz0 5 repeticiones las cuales
fueron colocadas cada una en el compartimiento “C” de cada una de las cinco placas
triple utilizadas, en cada compartimiento “C” se realiz6é 4 inoculaciones. Como se
observa en el cuadro 7, en las 20 posiciones inoculadas no hubo crecimiento por el

efecto antibacteriano de la enrofloxacina al 2.5%.
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Cuadro 7. Grupo control positivo (A Inhibicion)

CONTROL POSITIVO (ENROFLOXACINA 2.5%)
POSICIONES
INOCULADAS
REPETICIONES BACTERIA 9| 10 11 12
1 P. aeruginosa + + + +
2 P. aeruginosa + + + +
3 P. aeruginosa + + + +
4 P. aeruginosa + + + +
5 P. aeruginosa + + + +
Porcentaje positivo 100%
Porcentaje negativo 0%

Fuente: Datos Experimentales

e Positivo a inhibicibn: no hay crecimiento bacteriano a lo largo de la
inoculacion (+).

e Negativo a inhibicion: si hay crecimiento bacteriano a lo largo de la
inoculacion (-).

El grupo control negativo se realiz6 con agar Mueller Hinton al cual se le
agrego etanol al 70%, que fue la concentracion utilizada para elaborar la tintura de
propdleo, con el propésito de descartar un posible efecto por parte de éste en el
estudio. Se realizd 5 repeticiones las cuales fueron colocadas cada una en el
compartimiento “B” de cada una de las cinco placas triple utilizadas, en cada uno de
los compartimientos “B” se realizé 4 inoculaciones. Como se observa en el cuadro
8, el etanol no causo efecto alguno en el crecimiento bacteriano pues en las 20

inoculaciones realizadas se observo crecimiento de la bacteria.
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Cuadro 8. Grupo control negativo (A Inhibicion)

CONTROL NEGATIVO (ETANOL AL 70%)
POSICIONES
INOCULADAS
REPETICIONES BACTERIA 5 6 7 8
1 P. aeruginosa - - - -
2 P. aeruginosa - - - -
3 P. aeruginosa - - - -
4 P. aeruginosa - - - -
5 P. aeruginosa - - - -
Porcentaje positivo 0%
Porcentaje negativo 100%

Fuente: Datos Experimentales

e Positivo a inhibiciébn: no hay crecimiento bacteriano a lo largo de la
inoculacion (+).
e Negativo a inhibicion: si hay crecimiento bacteriano a lo largo de la

inoculacion (-).
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VIl. CONCLUSIONES

La miel pura de abeja Doncellita, Tetragonisca angustula inhibio el 100% del

crecimiento in vitro de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.

La tintura de propdleo al 10 y 20% de abeja Doncellita, Tetragonisca angustula

no inhibié el crecimiento in vitro de la bacteria Pseudomonas aeruginosa.
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VIll. RECOMENDACIONES

Evaluar el efecto inhibitorio de crecimiento in vitro contra P. aeruginosa de las
mieles de otras especies de abejas nativas sin aguijon de las diferentes

regiones de Guatemala.

Realizar estudios in vivo para comprobar la efectividad de la miel pura de abeja

Doncellita sobre la bacteria P. aeruginosa.

Evaluar el efecto inhibitorio de crecimiento in vitro de la miel de abeja Doncellita
contra bacterias resistentes a los antibioticos en Medicina Veterinaria y en

humanos.
Realizar estudios quimicos en el propéleo para evaluar su composicién segun

la época de recoleccion, método de obtencion, recurso floral, y determinar si

éstos influyen en dicha composicion.
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IX. RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es una de las bacterias cuya resistencia es mas
preocupante desde el punto de vista de salud publica y es uno de los patégenos con
prioridad critica que necesitan investigacion y desarrollo de nuevos antibioticos
segun la Organizacion Mundial de la Salud. En medicina veterinaria es una de las
bacterias mas comunmente aisladas en otitis e infecciones dérmicas en perros
presentando resistencia a diferentes antibiéticos. En Guatemala la miel de abejas
sin aguijéon es utilizada para problemas gastrointestinales, oculares, del tracto
respiratorio, golpes y otros, en medicina veterinaria para problemas de conjuntivitis
y cicatrizacion. Las propiedades atribuidas al propdleo son antibacteriana, antiviral,
antiinflamatoria, fungicida, antioxidante, antiparasitaria, entre otras. Esta
investigacion tuvo como propdsito determinar el efecto antimicrobiano “in vitro” de
la miel puray la tintura de propéleo al 10% y 20% de la abeja Tetragonisca angustula
contra la bacteria Pseudomonas aeruginosa por medio de la técnica de
macrodilucion en placa afladiendo en agar Mueller Hinton miel pura y tintura de
propdleo para la obtencién del agar miel y agar propéleo respectivamente. Se
trabaj6 con un grupo control positivo (a inhibicién), utilizando enrofloxacina al 2.5%,
asi como un grupo control negativo al cual solamente se le afiadié etanol al 70%.
Para el grupo miel se realizé un total de sesenta inoculaciones, se determiné que el
100% presento inhibicion del crecimiento bacteriano. Para el grupo propoleo al 10%
se realiz0 un total de veinte inoculaciones, en el 100% de ellas no se observo
inhibicion del crecimiento bacteriano. Para el grupo propdleo al 20% se realizé un
total de 20 inoculaciones, en el 100% de ellas no se observo inhibicion del

crecimiento bacteriano.
Este estudio indica que la miel de abeja Tetragonisca angustula es capaz de

inhibir el crecimiento de P. aeruginosa y valida su efecto antibacteriano in vitro, por

lo que podria representar una alternativa terapéutica en medicina veterinaria y
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humana para el tratamiento de afecciones que dificilmente responden a protocolos

terapéuticos convencionales.
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SUMMARY

Pseudomonas aeruginosa is one of the bacteria whose resistance is most
worrying from the point of view of public health and is one of the critical priority
pathogens that need research and development for new antibiotics According to the
World Health Organization. In veterinary medicine it is one of the most commonly
isolated bacteria in otitis and dermal infections in dogs presenting resistance to
different antibiotics. In Guatemala the honey of stingless bees is used for
gastrointestinal problems, ocular, of the respiratory tract, blows and others, in
veterinary medicine for conjunctivitis problems and cicatrization. The benefits
associates to propolis are antibacterial, antiviral, anti-inflammatory, fungicidal,
antioxidant, antiparasitic, among others. The purpose of this research was to
determine the antimicrobial effect "in vitro" of pure honey, the 10% and 20% propolis
tincture of the bee Tetragonisca angustula against the bacterium Pseudomonas
aeruginosa by means of the plate macrodilution technique adding in agar Mueller
Hinton pure honey and propolis tincture to obtain honey agar and propolis agar
respectively, it worked with a positive control group (to inhibition), using 2.5%
Enrofloxacin, as well as a negative control group to which only ethanol was added
70%. For the honey group a total of sixty inoculations were carried out, it was
determined that 100% presented inhibition of bacterial growth. For the propolis group
at 10% a total of twenty inoculations were performed, in 200% of them no inhibition
of bacterial growth was observed. For the 20% propolis group a total of 20
inoculations were performed, in 100% of them no inhibition of bacterial growth was

observed.

This study indicates that Tetragonisca angustula’s honey is able to inhibit the
growth of P. aeruginosa and validates its antibacterial effect in vitro, therefore it could
represent a therapeutic alternative in veterinary and human medicine for the
treatment of conditions that are difficult to respond to protocols conventional
therapeutic.
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XIl. ANEXOS
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Anexo 1. Plantilla guia para la inoculacion en la placa de agar para la técnica de

macrodiluciéon

Anexo 2. Hojas de registro para evaluacion de actividad antibacteriana y
concentracion inhibitoria minima (CIM)

. . Repeticiones
Tratamientos Bacteria
1 2 3 4 5
A P. aeruginosa
B P. aeruginosa
C P. aeruginosa
D P. aeruginosa

Observaciones:

Fuente: Elaboracion propia
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Fuente: Elaboracion propia

Anexo 3. Placas con Agar miel

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 4. Placas con Agar propéleo al 10% (compartimiento “A”) y controles
positivo (compartimiento “C”) y negativo (compartimiento “B”)
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Fuente: Elaboracion propia

Anexo 5. Placa de agar miel inoculada con P. aeruginosa para determinaciéon de
inhibicion bacteriana

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 6. Placa de agar propéleo al 10% inoculada con P. aeruginosa para
determinacién de inhibicion bacteriana
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Fuente: Elaboracion propia

Anexo 7. Placas de agar propdleo al 20% (compartimiento“A.1”), agar miel
(compartimiento “D”) y control negativo (compartimiento “E”)

Fuente: Elaboracion propia

Anexo 8. Placas de agar propoleo al 20% (compartimiento “A.1”), agar miel
(compartimiento “D”) y control negativo (compartimiento “E”) inoculadas con P.
aeruginosa para determinacion de inhibicion bacteriana
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