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Resumen

El propbleos es una resina cérea elaborado por abejas Apis mellifera Linnaeus. El objetivo fue determinar la
concentracion minima bacteriostatica o inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida (CMB) de
extractos etanolicos de propoleos (EEP) venezolanos provenientes de los estados Carabobo (Trincheras) y Cojedes
(Tinaquillo) y europeos provenientes de Espafia (Barcelona), Italia (Roma) y Alemania (Berlin) sobre Escherichia
coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923. Se utilizé la técnica de macrodilucion en tubo. Los EEP
venezolanos y europeos sobre S. aureus mostraron un efecto bacteriostatico parcial y bactericida con una CMI y
CMB de 1% y 2% respectivamente, a excepcion del EEP de Venezuela del estado Cojedes en el que no hubo efecto
bacteriostatico y el efecto bactericida se obtuvo a una concentracion de 4%. Sobre E. coli se observd un efecto
bacteriostatico parcial con todos los EEP con una CMI de 8% y CMB 15% a excepcién del EEP italiano que no
tuvo efecto bacteriostatico, pero si un mejor efecto bactericida con una concentracion de 8%. EIl presente trabajo
demostrd que los extractos etanolicos de propoleos tienen un efecto bacteriostatico y bactericida in vitro en las
cepas estudiadas.
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Abstract
Bacteriostatic and bactericidal activity of Europeans and Venezuelans ethanolic propolis extracts of on
Escherichia coli and Staphylococcus aureus

The propolis is a waxy resin made by honeybees Apis mellifera Linnaeus. The objective was to determine the
minimum bacteriostatic or inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration (MBC) of
ethanolic extracts of propolis (EEP) coming from the Venezuelan states of Carabobo (Trincheras), and Cojedes
(Tinaquillo) and European propolis from Spain (Barcelona), Italy (Rome) and Germany (Berlin) on Escherichia
coli (Migula) ATCC 25922 and Staphylococcus aureus Rosenbach ATCC 25923. The technique used was the in
tube macrodilution. The Venezuelans and European EEP on S. aureus showed a partial bacteriostatic and
bactericidal effect with MIC and MBC of 1% and 2% respectively, except the Venezuelan EEP from the state of
Cojedes in which there was no bacteriostatic effect; the bactericidal effect was obtained with a concentration of a
4%. A partial bacteriostatic effect on E. coli was observed on every EEP with MIC of 8% and 15% MBC, except
the Italian EEP that did not have any bacteriostatic effect but a better bactericidal effect with a concentration of 8%.
The present work showed that the EEP have a bacteriostatic and bactericidal in vitro effect in the studied strains.
Key words: Ethanolic extract of propolis, bacteriostatic and bactericidal.

INTRODUCCION.

El propdleos es una resina cérea de composicion
compleja y consistencia viscosa, que las abejas
elaboran a partir de particulas resinosas de las
yemas, brotes y peciolos de las hojas de
diferentes vegetales, las cuales en la colmena
mezclan con cera y secreciones salivares para
obtener el propdleos (Pierre y Pierre 2006). Las
abejas utilizan el propo6leos en la construccion,
reparacion y proteccion de la colmena (Pierre y
Pierre 2006). Entre las especies de abejas que
producen propdleos se encuentran:  Apis
mellifera Linnaeus, Melipona quadrifasciata Le

Peletier, Melipona compressipes, Tetragonisca
angustula (Latreille) y Nannotrigona spp. El
propdleos suele ser aromatico y en funcion de su
origen botanico, su origen geografico y de la
época de recoleccion difieren en color, sabor y
consistencia. El color puede ir desde amarillo
claro a castafio oscuro, el sabor puede ser
amargo, ligeramente picante o insipido y la
consistencia viscosa variable (Farré et al. 2004,
Manrique 2006).

Investigaciones han comprobado la actividad
antibacterial, antiviral, antifingica, antioxidante,
inmunoestimulante, antiinflamatorio, analgésico
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y antitdxico que posee el propbleos y sus
derivados, ademas de estas funciones, es
empleado para la curacion de heridas, en la
dermatologia, asi como también para combatir
las neoplasias (Medellin et al. 2007, Garcia
2007, Alaniz 2008, Manrique y Santana 2008,
Valente et al 2011). Se conocen mas de 180
compuestos  pertenecientes al  propdleos
americano, donde las resinas y balsamos que
contienen flavonoides y &cidos fendlicos o sus
ésteres constituyen aproximadamente un 50%;
cera de 7.5 al 35%; aceites volatiles en un 10%;
polen 5% e impurezas propias de la fabricacion y
manipulaciéon 4.4-19.5%. También se han
hallado pequefias cantidades de terpenos,
taninos, restos de secreciones salivares de las
abejas y posibles contaminantes (Tabera et al
2000).

En el propoleos europeo se han determinado 160
compuestos diferentes, los mas predominantes
son galangina, pinocembrina y pinobanksina,
acetato de 3-Opinobanksina, bencil-p-cumarato,
ésteres del &cido caféico y &cidos ferulico. Los
analisis de muestras italianas, demuestran
contenidos de bencil p-cumarato y de
bencilferulato bastante altos (>5%) y ausencia de
pinobanksina y prenilcafeatos del propoleos
(Farré et al. 2004, Havsteen 2002, Valente et al
2011).

Se ha demostrado mediante ensayos in vitro que
el propbleos posee una gran actividad frente a
cocos Gram positivos y algunas bacterias Gram
negativas, dependiendo de la  dosis,
almacenamiento del producto, contenidos de
flavonoides y capacidad inhibitoria. En Europa
es frecuente el uso de extractos de propédleos en
la poblacion y su aplicacion varia de acuerdo al
microorganismo a someter y al efecto requerido,
aun cuando la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) pone en duda la relacion
causa y efecto sobre el consumo de propdleos o
de los flavonoides y los supuestos beneficios
considerados sobre la salud, como la actividad

antibacterial, antifangico, hepatoprotector,
inmunoestimulante entre otros. (European Food
Safety Authority 2010)

En la actualidad la poblacion venezolana no
presenta esta practica, principalmente por
desconocimiento de la existencia del propoleos y
por los escasos estudios cientificos que
investiguen las verdaderas bondades del
propéleos autéctono. Venezuela presenta
diversos problemas en lo que respecta a la salud,
debido principalmente a precarias condiciones de
salubridad y desabastecimiento de medicamentos
en la red de instituciones de salud publica

(Krivoy 2008). Por ende, la poblacion se
encuentra expuesta a enfrentar infecciones o
enfermedades causadas por diversos
microorganismos y con dificultad para recibir
tratamiento adecuado. Debido a esto, muchos
cientificos en el pais han dirigido sus
investigaciones a  estudiar el  efecto
bacteriostatico y bactericida de determinados
productos naturales como el propéleos, sobre
agentes infecciosos de importancia clinica
(Cabrera et al 2003, Manrique 2006, Manrique y
Santana 2008, Gil et al 2008, Gil et al 2012). El
avance sobre terapias alternativas con productos
naturales en diversas enfermedades, ha tenido un
papel importante en todas las areas de ciencias
de la salud, especialmente en biologia,
veterinaria y microbiologia (Farré et al. 2004,
Cabrera 2003, Gil et al 2008).

Entre las principales bacterias que afectan a la
poblacion venezolana se encuentra
Staphylococcus aureus Rosenbach y Escherichia
coli (Migula). ElI S. aureus es una bacteria
productora de diversas infecciones cutanea y de
mucosa como: foliculitis, forunculosis o
conjuntivitis, y enfermedades de riesgo vital
como: celulitis, abscesos profundos,
osteomielitis, meningitis, sepsis, endocarditis o
neumonia (Koneman et al 2008). El E. coli es
causante de infecciones intestinales vy
extraintestinales generalmente graves, tales
como infecciones del aparato excretor, cistitis,
meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia y
neumonia (Donnenmberg 2002).

Por otra parte, S. aureus desarrolla resistencia
ante los antibioticos tales como: la penicilina,
meticilina, nafcilina, vancomicina, eritromicina,
clindamicina y E. coli a cefalosporinas,
penicilinas de amplio espectro y aztreonam entre
otros (Koneman et al 2008, Murray 2006).
Debido a la resistencia que poseen frente a los
antibioticos se ha optado por la blsqueda de
nuevas alternativas terapéuticas y de bajo costo
en donde se investiguen las acciones, efectos y
posibles usos del propdleos venezolano sobre
bacterias frecuentemente resistentes a los
antibiéticos comerciales, partiendo de
experiencias satisfactorias obtenidas en otros
paises. Por ello, se planted determinar la
concentracion minima inhibitoria 0
bacteriostatica (CMI) y bactericida (CMB) de
extractos etanolicos de propdleos (EEP)
venezolanos y europeos sobre E. coli y S. aureus
por ser microorganismos de gran interés clinico
en humanos y animales.

METODOLOGIA.
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La investigacién fue de tipo descriptiva, de
campo, de corte transversal con un disefio no
experimental.

Extractos etandlicos de propdleos.

Para el estudio se utilizaron extractos etanolicos
de propoleos (EEP) de origen venezolano,
provenientes del Estado Cojedes (Tinaquillo) y
del Estado Carabobo (Las Trincheras) y de
origen europeo provenientes de Espafa
(Barcelona), Italia (Roma) y Alemania (Berlin).
Cepas bacterianas.

Las cepas utilizadas fueron las siguientes
bacterias Escherichia coli American Type
Culture  Collection (ATCC) 25922 vy
Staphylococcus aureus (ATCC) 25923 obtenidas
del Centro Venezolano de Coleccion de
Microorganismos (CVCM).

Preparacion de las Suspensiones Bacterianas
Las cepas de Escherichia coli (ATCC) 25922 y
Staphylococcus  aureus  (ATCC) 25923
liofilizadas se hidrataron por separado con caldo
BHI (infusion cerebro corazdn) y se incubaron
durante 24 horas a 37 °C para su reproduccion.
Luego se sembraron en agar sangre. Se
seleccionaron colonias aisladas suspendiéndolas
en caldo BHI hasta alcanzar la turbidez del
patron de 0.5 % Mc Farland, equivalente a 1.5 x
10° UFC/m.

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria 'y concentracién minima
bactericida.

Para las diluciones se utilizd la técnica de
macrodilucion en tubo adaptada por Gil et al
(2008) y citada por Gil et al (2012) con una
pequefia modificacion la cual consistio en
cambiar Unicamente el uso de diluciones
puntuales por seriadas. Las concentraciones
fueron como sigue: 60%, 30%, 15%, 8%, 4%,
2%, 1%, 0.5%, 0.25%, control positivo (control
de viabilidad), control negativo (control de
esterilidad del EEP). Una vez realizadas las
diluciones se procedi6 a inocular cada tubo
menos al control negativo con 100 ul de la
suspension bacteriana al 0.5% de turbidez Mc
Farland de S. aureus y E. coli correspondiente a
cada serie. Se incubaron por 24 horas a 37 °C.
Transcurrido el tiempo de incubacion, se
procedié a tomar 1Ql de cada diluén para
sembrarlo en agar BHI, utilizando la técnica de
siembra en superficie con espatula de Drigalski,
asi mismo se tomd con asa calibrada {iD de
cada dilucién y se inocul6 en caldo BHI. Ambos
procedimientos se incubaron durante 24 a 48

8

horas a 37°C. Posteriormente, se observo si hubo
0 no crecimiento del microorganismo tanto en
agar como en los caldos, determinando de esta
manera la concentracion minima inhibitoria
(valor de la menor dilucién que inhibi6 parcial o
totalmente el desarrollo de las bacterias sobre el
agar BHI, pero no asi sobre caldo BHI) y la
concentracién minima bactericida (valor de la
menor diluciébn en la que no se observa
crecimiento de las bacterias en agar BHI y
tampoco en caldo BHI) respectivamente. (Gil et
al 2008, Gil et al 2012).

Controles utilizados durante el desarrollo de
la metodologia.

En cada ensayo se utilizd6 un control de
esterilidad, el cual evalta si el producto utilizado
estd libre de microorganismos contaminantes y
un control de viabilidad el cual garantiza que el
microorganismo es capaz de reproducirse en el
agar y en el caldo BHI. Adicionalmente, en los
tubos y en las placas donde se observo
crecimiento bacteriano se realiz6 tincion de
Gram vy las pruebas bioquimicas convencionales
para su identificacion, con la finalidad de
confirmar si se trataba de las bacterias utilizadas
0 de wuna posible contaminacion. Cada
procedimiento se realiz6 por duplicado,
obteniéndose reproducibilidad de los resultados.

RESULTADOS.

En la tabla 1 se presentan los resultados de la
evaluacion de la actividad bacteriostatica y
bactericida de los extractos etandlicos de
propéleos venezolanos y europeos sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. En S.
aureus se observd un efecto bacteriostatico
parcial (disminucion de las UFC) y bactericida
con todos los EEP utilizados de una manera
homogénea sobre este microorganismo, a
excepcion del EEP de Venezuela del estado
Cojedes en el que no hubo efecto bacteriostatico
y el efecto bactericida se obtuvo a una
concentracién mas elevada. Mientras que en
Escherichia coli se observd un efecto inhibitorio
0 bacteriostéatico parcial con todos los EEP de
forma indistinta a excepcion del proveniente de
Italia que no tuvo efecto bacteriostatico, pero
tuvo un mayor efecto bactericida con una
concentracion menor que el resto de los
propéleos estudiados.

En la tabla 2 se observan las concentraciones
minimas inhibitorias y bactericidas sobre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli con
los diferentes EEP estudiados en donde se
evidencia que la CMI y CMB se alcanzan a bajas
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concentraciones en la bacteria Gram positiva,
mientras que en la bacteria Gram negativa.se
alcanzan a concentraciones mayores.

En ambas bacterias estudiadas se encontré un
crecimiento abundante en los controles positivos
de viabilidad sin propdleos y un crecimiento
nulo en el control negativo o de esterilidad, lo
que valida los resultados obtenidos.

DISCUSION.

Las CMI y CMB de esta investigacion fueron
mas bajas en la bacteria Gram positiva S. aureus
que en la bacteria Gram negativa E. coli, lo cual
coincide con el estudio de Diaz (2005), los
cuales evaluaron la actividad antimicrobiana de
EEP cubanos, por el método de dilucion en agar,
en dicho estudio demostraron que los EEP
presentaron un efecto marcadamente mayor
frente a bacterias Gram positivas, con valores de
CMI entre 0.025 y 10% asi como también
encontraron efectos antibacterianos de los EEP
frente a las cepas Gram negativas con valores de
CMI entre 10 y 50 %, concluyendo que los EEP
inhiben a las bacterias Gram positivas a bajas
concentraciones y que las bacterias Gram
negativas poseen menos susceptibilidad con una
mayor concentracién de CMI. Este hallazgo es
similar a este estudio, con la salvedad de que las
CMI y CMB alcanzadas en la bacteria Gram
negativa fue mucho maés baja con un rango de 8
a 15%, lo que sugiere gque estos extractos son
méas efectivos contra estas bacterias que los
prop6leos cubanos.

Mercan et al (2006) estudiaron la actividad
antibacteriana del propoleos recolectado de
distintas regiones de Turquia en donde tuvieron
un efecto similar sobre el crecimiento de la
bacteria Gram positiva, siendo su efecto menor
sobre la bacteria Gram negativa. Gonzales et al
(2006), investigaron la actividad antibacteriana
del propoleos de Goias, Parand y Sdo Paulo,
Brasil frente a Staphylococcus aureus Yy
Escherichia coli y en controversia con el
presente estudio concluyeron que el propoleos
inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus,
pero no el de Escherichia coli.

CONCLUSION.

Debido a la importancia que posee la bacteria S.
aureus en producir diversas infecciones cutanea
y de mucosa asi como enfermedades de riesgo
vital (absceso, foliculitis, pericarditis, peritonitis,
celulitis de cara y cuello entre otros) y la bacteria
E. coli causante de infecciones intestinales y
extraintestinales generalmente graves (Koneman
et al 2008, Torres et al. 2002), es importante

demostrar que el EEP pueda ser una alternativa
en sus tratamientos, siendo un producto natural
al cual no se le ha demostrado resistencia y cuya
Gnica contraindicacién hasta ahora es que el
paciente sea alérgico a los productos apicolas
(Gil et al 2008, Gil et al 2012).

En el presente estudio se concluye que a pesar de
que los EEP estudiados provienen de zonas
geograficas y climaticas disimiles, lo que se
traduce en que posean diferencias importantes en
cuanto a su composicién quimica, la eficacia de
los distintos EEP europeos y venezolanos fue
homogéneo en ambas bacterias.

Finalmente, el EEP venezolano del estado
Cojedes fue el menos efectivo al compararlo con
los demas EEP sobre S. aureus, mientras que
sobre E. coli el EEP de Italia fue el méas efectivo
en comparacion al resto. Sin embargo, pese a
estas pequefias diferencias observadas se destaca
que todos obtuvieron CMI y CMB a bajas
concentraciones y fue efectivo tanto en bacterias
Gram positivas como en Gram negativas, lo cual
sugiere que los EEP venezolanos son de calidad
equiparable con los EEP europeos, por tanto se
coincide con otros autores que los EEP pueden
ser utilizados como un excelente antimicrobiano
(Gil et al 2012, Berretta Nascimento y Bueno
2012, Ugur et al 2000), especialmente en
Venezuela donde la crisis economica ha
desencadenado escasez en los farmacos
comerciales de uso cotidiano (Krivoy 2008); por
lo que aprovechar las bondades del propoleos
seria conveniente tal como lo hacen en Europay
aunque segln la EFSA existen dudas sobre el
consumo de propodleos y la generacion de efectos
benéficos en el organismo, queda claro que la
exposicion de la bacteria a ciertas
concentraciones es bactericida, por lo que el uso
tépico del propdleos sobre afectaciones en piel
en concentraciones adecuadas promete dar
resultados satisfactorios. Sin embargo, siguen
haciendo falta investigaciones que evalten los
efectos de forma in vivo, tanto con los propdleos
venezolanos como en los europeos.
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Tabla 2 Concentracion mmima inkibitoria ¥ concentracion mmima bactericida de los extractos etandlicos de propolecs
venezolanosy europeos sobre Stgphylococcus awreus v Escherichia coli

Saphylococcus awreus
PROPOLEOS A\ % CQAB%
Espadiol 1 2
Europecs
Italizno 1 2
Alemin 1 2
Edo Cojades - 4
Venezolanos
Edo Carabobo 1 2
Escherichia col
PROPOLEOS NI % CMB %
Espaiol 8 15
Alsmin 8 15
Edo Cojedes 8 15
Venezolanos = =
Edo Carzbobo 8 15

CM: Concentracion minima inhibitoria o bacteriostatica, C\B: Concentracion minima bactericida

-—-Sin efecto bactenostatico
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