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INTRODUCCION

La mastitis bovina es una enfermedad muy comun presente en las ganaderias
principalmente lecheras debido al constante ordefio de los animales, se puede
presentar de forma clinica o subclinica, siendo uno de los principales problemas del
ganado lechero a nivel mundial (Boldyreva, 2014; Gomes et al, 2016) ya que



representa pérdidas econdmicas entre el 10 % y 20 % en cuanto a las utilidades del
ganadero (Universidad de La Salle-CONtexto ganadero, 2015).

La causa de esta enfermedad es variada, pero se atribuye principalmente al manejo
gue se da a los animales en el momento del ordefio y la higiene del mismo, ya que
después de este proceso el esfinter del pezon de los animales queda mas distendido
permitiendo el paso de distintos patégenos contaminantes, principalmente de tipo
bacteriano. Esta problemética suele verse con mayor frecuencia en explotaciones que
no mantienen un programa de prevencion y control adecuado.

Los antibiéticos son los medicamentos de eleccion para el tratamiento de la mastitis,
sin embargo si no se maneja un tiempo de retiro adecuado, el producto final puede
ser de alto riesgo para la salud del consumidor debido a la residualidad de estos
farmacos, ademas, el constante aumento de cepas bacterianas que han venido
mostrando resistencia completa o parcial ante los antibiéticos de uso frecuente es una
problematica mundial en el campo de la salud humana y animal (Condron, 2013; OIE,
2015; OMS, 2016), razén por la cual se ha planteado buscar alternativas con
productos naturales, como en este caso el extracto de Propdleo de abejas Apis
mellifera y la Lisozima, que han demostrado tener un posible efecto inhibitorio que
podria llegar a ser significativo, contrarrestando el problema de la resistencia
bacteriana y disminuyendo la residualidad que suelen generar los antibioticos al ser
productos de origen natural, disminuyendo efectos secundarios para la salud humana
y animal. Por esta razén se decidio evaluar el efecto del extracto de propdleo y la
Lisozima frente a diversos microorganismos aislados en muestras de leche tomadas
de animales ubicados en fincas de la sabana de Bogotd, diagnosticados con mastitis
mediante la prueba de CMT, seleccionando Unicamente hembras que se encontraran
en periodo de lactancia y con signos clinicos de mastitis.

El propdleo manejado fue colectado del apiario de la Universidad Antonio Narifio
ubicada en la Localidad de Usme, Bogota; la composicion quimica de este propéleo
colombiano fue evaluada y analizada por GC-MS, midiendo la actividad antioxidante
y sus componentes principales para establecer una asociacion con su concentracion
inhibitoria al 50% y su potencial antibacteriano. La lisozima que se utilizd fue de
caracter comercial.

Para las pruebas in vitro se utilizé la técnica de microdilucion en placa partiendo de
una concentracion de 16,3 mg/ml del extracto de propdleo y 20 mg/ml de lisozima; se
realizaron los ensayos de inhibicion bacteriana, corroborados por recuento en placa
después de 24 horas de incubacion en agar. Un total de 71 cepas bacterianas se
aislaron, de las cuales 26 fueron expuestas a pruebas, siendo 18 cepas
caracterizadas como multirresistentes y dando prioridad a la exposicion en ellas. Se
evaluaron ademas las cepas ATCC Staphylococcus aureus 29213, Streptococcus
uberis 700403, Escherichia Coli 25922 y Pseudomona aeruginosa 27853.

El extracto de propodleo y la lisozima mostraron porcentajes de inhibicion con algunas
variaciones de acuerdo a la cepa bacteriana tratada, lo que permite inferir que ambos



tratamientos podrian ser una alternativa profilctica para la mastitis bovina e incluso
otro tipo de enfermedades de origen infeccioso, siendo una alternativa natural que
puede ser utilizada en el desarrollo de estrategias terapéuticas para la enfermedad,
mas aun ante la problematica de la resistencia bacteriana a antibioticos usados
comercialmente y ademas disminuyendo significativamente los efectos de
residualidad.

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la sabana de Bogota existen gran cantidad de hatos lecheros; la mastitis es una
patologia frecuente en estas ganaderias que se presenta por diversas causas, desde
el desconocimiento y/o la falta de capacitacion de los empleados hasta condiciones
propias de la salud de los animales. A nivel mundial, se estima que el 10% de los
casos de mastitis, corresponden a la forma clinica y aproximadamente el 90% son del
tipo subclinico. Dentro de los agentes causales de mastitis se resaltan bacterias como
Staphylococcus aureus, que globalmente es la mas prevalente y que muestra mayor
patogenicidad (Cruz et al., 2007; Calderon y Rodriguez, 2008). En Colombia, estudios
recopilados por la “Revista Scielo” reportan que los patdégenos aislados con mas
frecuencia para mastitis subclinica fueron S. agalactiae con un 34,4%, ECN con



17,6% y Corynebacterium sp con 13,2%. También hay otros articulos que reportan
gue los agentes etiologicos aislados en el pais con mas frecuencia incluyen
nuevamente al Streptococcus agalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus pyogenes, Corynebacterium pyogenes, Escherichia coli,
Klebsiella spp., Pasteurella multocida, Nocardia spp., Listeria
monocytogenes,Pseudomona sp, Staphylococcus aureus (Maldonado W. 2015). La
prevalencia general de esta enfermedad en el pais se encuentra entre el 16,9%-
51,3% (PosadaD..,2010) siendo, como ya se recalco, de las patologias mas comunes
y presentes en las ganaderias lecheras y de doble propésito, y por lo tanto de
importancia a nivel productivo y economico.

Para Ruiz (2011) la implementacion de un programa de control y prevenciéon de la
mastitis debe hacerse con base en las caracteristicas de los microorganismos para
asi tener un programa mas eficiente. Por otra parte, la Organizacién Mundial de la
Salud, sefiala que la resistencia bacteriana a los antibiéticos debe ser considerarse
un problema grave, complejo y de repercusion internacional, recomendando poner en
marcha un sistema globalizado de vigilancia de la resistencia bacteriana tanto en
medicina humana y como en veterinaria (WHO, 2000), y esta enfermedad al ser
tratada con medicamentos antibioticos también debe ser relevante en cuanto a la
busqueda de nuevas alternativas para conservar la eficacia de los compuestos
farmacoldgicos frente a los patdégenos. Esto lleva a cuestionarse, ¢, Qué efecto podria
tener el extracto de propéleo y la lisozima para combatir las bacterias causantes de
mastitis en bovinos?, siendo asi una alternativa terapéutica que disminuya el uso de
antibioticos.

2. JUSTIFICACION

El presente trabajo de investigacion se elabora con el propdsito de evaluar una posible
alternativa terapéutica tratando de disminuir el uso de antibioticos como primera
opcion, contrarrestando asi las problematicas que esto conlleva, entre ellas el
constante aumento de la resistencia bacteriana hacia los mismos.

El extracto de propdleo ha sido reportado por distintos autores como un antibacteriano
con propiedades bactericidas; en un estudio realizado en el departamento del Cauca
se reportd que la Concentracion Minima Bactericida (CMB) para Staphylococcus
aureus fue de 15,39 mg/ml y 17,03 mg/ml en dos extractos de propoéleo analizados.
Para Pseudomona aeruginosa se encontrd en el mismo estudio que la CMB fue de
17,3 mg/ml con un propoleo de Buenos Aires y 30,78 mg/ml con un propdleo de
Totor6. Ademas se mencionan reportes de otros autores con concentraciones mas
altas, y otras mas bajas, concluyendo que si hay una efecto significativo por parte de



los extractos de propdleo, siendo mas efectivo en bacterias gram positivas que gram
negativas, atribuyendolo a que las bacterias gram negativas poseen una pared mas
compleja, con proporciones lipidicas mayores a las gram positivas, lo que podria
explicar una mayor resistencia al extracto (Mirzoeva,1997). Al ser un producto natural
los efectos secundarios se reducen significativamente, siendo solo relevante una
posible reaccién alérgica al mismo.

La lisozima se encuentra en una gran variedad de organismos vivos, de una manera
notable, en estudios recientes (Wang et al.,2005), la funcion antibacteriana es a
través de la accion bacteriolitica en la pared celular bacteriana y también estimula la
accion fagocitica de los macrofagos, actua frente a bacterias Gram positivas,
provocando la lisis de estas mediante la alteracion de las propiedades de las
estructuras de la superficie de la célula destruyendo el enlace glucosidico entre el
acido N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina en el peptidoglicano bacteriano, que
es un componente importante de la pared celular (Sahoo et al., 2012, Gong, 2014).
Se ha aislado y purificado una lisozima de la pupa de Cameraria ohridella capaz de
lisar las células de Bacillus megaterium, ocasionando una disminucion en la densidad
optica del crecimiento bacteriano (Fiotka et al. 2005). Segun algunos autores, es
posible que la lisozima tenga dos funciones, una forma digestiva que descompone las
bacterias ingeridas en el intestino y una respuesta defensiva contra los patégenos que
ingresan. Una lisozima aislada y purificada del tejido de una planta de coliflor afectd
el crecimiento de bacterias como Erwinia carotovora (Manikandan et al., 2015). Sin
embargo, la actividad antibacteriana de la lisozima de huevo de gallina sigue siendo
mas eficaz que la de otros tipos de lisozima estudiados.

En el afio 2010, se dio a conocer al mundo el concepto de “Una Sola Salud”, la OMS,
la Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO),
la Organizacion Mundial de la Sanidad Animal (OMSA) y expertos internacionales en
salud publica, sanidad animal y medio ambiente declararon que la resistencia
bacteriana a los antibiéticos, la rabia y la influenza de origen animal, son las tres
principales amenazas mundiales emergentes. La OMS, FAO y OIE reconocieron una
responsabilidad conjunta de hacer frente a las zoonosis y a otras enfermedades de
alto impacto socioeconémico, con el objetivo a largo plazo y con

colaboracion internacional, de coordinar actividades a nivel mundial para superar los
riesgos para la salud en la interfaz entre humanos, animales y ecosistemas (World
Health Organization, 2015). EI 60 % de los patdgenos humanos son de origen animal
y el 75 % de las enfermedades animales emergentes pueden transmitirse a los
humanos, teniendo en cuenta que cinco enfermedades emergentes surgen cada afio
(World Health Organization, 2015). Combatir el creciente aumento de resistencia
bacteriana a antibiéticos es por lo tanto un trabajo conjunto, y otras opciones como
los tratamientos alternativos aqui descritos son prometedores y beneficiosos para el
futuro de la medicina humana y animal.

Teniendo en cuenta esto, se busca dar un aporte significativo a los estudios de esta
enfermedad justificandonos en los resultados que se obtuvieron en la facultad de
Medicina Veterinaria en la Universidad Antonio Narifio.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar el efecto in vitro del extracto de propdleo de Apis mellifera y la
lisozima inhibiendo el crecimiento de bacterias causantes de la mastitis en
bovinos identificadas en distintos muestreos de leche realizados en fincas de
la Sabana de Bogota.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar las bacterias causantes de mastitis mediante técnicas
microbiolégicas y pruebas especificas de identificacion.



e Determinar la concentracién minima inhibitoria eficaz in vitro del extracto de
propoleo y la lisozima contra las bacterias causantes de la mastitis en bovinos
mediante técnicas para medir sensibilidad antimicrobiana.

e Comparar el efecto del extracto de propdleo y la lisozima vs. antibioticos
convencionales para la enfermedad (Eritromicina, Penicilina, Cloxacilina,
Gentamicina)

4. MARCO TEORICO
4.1 MASTITIS

4.1.1 Definicion. La mastitis bovina es una patologia causada por una reaccion
inflamatoria de la glandula mamaria por la invasion de microorganismos a través del
pezon, produciendo alteraciones fisicas y quimicas en la leche y en la ubre, aumento
del nimero de células somaticas y finalmente cambios como es la pérdida de la
funcionalidad. La enfermedad puede cursar como subclinica o como
clinica.Clasicamente se la ha definido como una “enfermedad polifactorial”, porque el
riesgo de infeccién depende de la habilidad de la vaca para combatirla, del tipo y
patogenicidad de las bacterias presentes en un hato y, fundamentalmente, de las
condiciones del medio ambiente y del manejo en general del ordefio en particular que
se estén desarrollando en un establecimiento. (Corbellini,1996)

4.1.2 Mastitis clinica. Segun la Federacion Internacional de Lecheria (1999), define
a la mastitis clinica como la categoria de mastitis en la que se manifiestan signos

claros y observables en la ubre del animal o en la leche. (Corbellini,1996).

4.1.3 Mastitis subclinica.



Segun la Federacién Internacional de Lecheria (1999), define a la mastitis subclinica
como la categoria de mastitis en la cual se producen signos invisibles en la ubre,
excepto cuando se usan herramientas de diagndéstico tales como: determinacion de
enzimas inflamatorias o recuento de células somaticas (RCS). (Corbellini,1996).

4.1.4 Signos. La mastitis clinica se caracteriza por presentar alteraciones visibles,
como cambios en el color de la leche, observandose amarillenta o hasta rojiza,
variacion en su sabor y consistencia cremosa y/o espesa. A la palpacion podemos
detectar cambios en el parénquima glandular percibiendose caliente, firme y dura; los
animales pueden presentar fiebre, taquicardia, polipnea, anorexia, atonia, etc. (Lopez
, 2011).

4.1.5 Diagnéstico. Los casos de mastitis clinica se reconocen debido a las evidentes
alteraciones en la glandula mamaria, pero el diagnostico del agente causal sélo se
logra mediante cultivo microbiolégico de la secrecion. Existen diferentes pruebas que
pueden ayudar a detectar la mastitis, clasificAndose en pruebas fisicas, quimicas,
biolégicas, microbiolégicas y métodos de conteo electrénico celular. Las pruebas
fisicas son utiles cuando la mastitis ya esta avanzada y no se detecta mastitis
subclinica. Dentro de las pruebas quimicas se encuentra la conductividad eléctrica de
la leche, papel indicador de mastitis y la prueba de Whiteside. Pueden mencionarse
también las pruebas biolégicas que existen, entre ellas la prueba de California para
mastitis (CMT), prueba de Catalasa, prueba de Wisconsin y el andlisis de células
somaticas, asi como el diagndéstico bacteriolégico por los métodos de aislamiento,
cultivo, tincidn, bioquimica e identificacion. (Lopez,G,J 2011)

4.1.6 CMT. La prueba de California de mastitis, de acuerdo con Mellenberg (2001),
es un examen rapido que predice y aproxima el conteo de células somaticas en
muestras de leche por cada cuarto. El reactivo CMT es un detergente con un indicador
de pH afadido; la leche y el reactivo se mezclan en igual cantidad, tomando 2 ml de
cada uno; el reactivo disuelve o rompe las paredes celulares externas y las nucleares
de cualquier leucocito, constituidas principalmente de grasa (el detergente disuelve la
grasa), liberando el ADN desde el nucleo. EI ADN se gelifica formando una masa
fibrosa que se mide en 0, trazas, 1, 2 y 3, siendo positivo desde 1, en donde habra
mayor cantidad de gel en los pozos correspondientes a cuartos afectados debido a
gue el numero de células somaticas es mas elevado.

4.1.7 Cultivo Bacteriano. Los cultivos se realizan para identificar los organismos
especificos que se encuentran comprendidos en un caso clinico de mastitis y para
distinguir los animales sanos de aquellos que presentan un caso subclinico. La
confiabilidad de los resultados de laboratorio depende de los cuidados sanitarios que
se tengan durante la toma de muestras y su manipulacion posterior.

Los procedimientos bacteriologicos son esenciales para la seleccion de los
tratamientos que tienen especificidad para el agente presente. (Lopez,G,J 2011)
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4.1.8 Examen clinico. Se debe observar la presencia de inflamacién en uno, varios
cuartos o de toda la glandula, aumento de la temperatura en el area afectada,
enrojecimiento de la zona, dolor al tacto, hay aumento también de la temperatura
rectal, letargo, anorexia e incluso la muerte. Cuando se encuentran todos o alguno de
los signos mencionados se puede interpretar como un caso de mastitis clinica, donde
ademas se encuentran cambios importantes en la leche que produce el tejido
afectado (Bedolla-Cedefio, C. 2019) Sin embargo, en la mastitis subclinica estos
cambios no son muy evidentes y la ubre de la vaca permanece sana a simple vista,
la leche que produce se observa aparentemente normal, pero eso no descarta la
posibilidad de una infeccion que esté dafiando el tejido glandular y provocando por lo
tanto una alteracion en la leche que esta produce (Pérez et al., 2005).

4.1.9 Tratamiento.

Los objetivos del tratamiento de la mastitis son eliminar el microorganismo causal
evitando la progresion de la infeccidn, prevenir las nuevas infecciones intramamarias,
restablecer lo mas pronto posible el estado general de la vaca, evitar o minimizar la
lesion de la ubre, recuperar la produccion de leche lo mas pronto posible, prevenir el
descarte prematuro de vacas afectadas y evitar un menor precio de la leche debido a
su baja calidad (Rodriguez, 2014). Los antibidticos son la primera eleccién y se
administran por via sistémica o local (aplicacion intramamaria). Adicionalmente se
toman medidas de proteccién con el propésito de reducir la inflamacion. Debe
alcanzarse una concentracion efectiva antibacteriana en el tejido, de acuerdo con el
patégeno que se trate. Basicamente para la terapia antibacteriana de Mastitis se
recomiendan los Betalactamicos, aminoglucésidos, lincosamidas, macrélidos,
tetraciclina, polipéptidos, trimetoprim-sulfamidas combinadas, polipéptidos vy
fluocinolona. Es muy importante realizar una terapia dirigida a los efectos toxicos, para
evitar dafios permanentes al tejido glandular, la pérdida de un cuarto o de la vaca
(Lopez,G,J 2011). Hoy en dia se maneja en casos de mastitis leve el uso de
antiinflamatorios no esteroideos locales o sistémicos esperando que el animal
resuelva la infeccion de forma autonoma observando mejoras 24 horas después de
la aplicacion, esto con el fin de combatir la problematica actual de resistencia
bacteriana a los antibidticos. Se enfatiza mucho el tratamiento preventivo con
practicas de ordefios adecuadas, y la buena higiene del operador ya sea con la vaca,
limpiando dos veces la ubre, realizando correctamente el presellado y el sellado.
Otros tratamientos alternativos también como segunda medida si la infeccion aumenta
y ya se hacen notorios los cambios en la morfologia de la ubre; en estos casos ya se
inicia con tratamiento sistémico, Algunos de los tratamientos alternativos que llegan
a ser utilizados son naturales y unicamente de forma local, como pafios o bafios de
la ubre con algunas plantas como manzanilla, hinojo, diente de leén, caléndula, las
cuales tienen propiedades analgésicas y antiinflamatorias. ( Finegold. 1994)

4.2 AGENTES CAUSANTES DE MASTITIS

4.2.1 Patdégenos bacterianos.
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Las bacterias que pueden producir mastitis habitan en diferentes ambientes, razén
por la que difieren en su mecanismo de transmision, infeccion y control.
Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae estdn fundamentalmente
asociados a ubres infectadas, lesiones de los pezones y colonizacion del canal del
pezon, trasmitiéendose de vaca a vaca y de cuarto a cuarto al momento del ordefio o
poco después. Los llamados “patdégenos ambientales” (coliformes , Streptococcus
uberis y Pseudomona aeruginosa), estan ampliamente extendidos en los lugares
donde viven los animales, en especial si estan humedos (barro) y/o con un alto
contenido de materia organica (materia fecal, restos de alimentos como ensilajes o
granos humedos, etc.). (Corbellini,1996).

® Patdgenos contagiosos
Streptococcus agalactiae
Staphylococcus aureus
Corynebacterium bovis

® Patégenos ambientales
Streptococcus dysgalactiae
Enterococos
Coliformes (E.coli)

® Otros agentes patégenos
Pseudomona sp
Mycobacterium sp
Arcanobacterium pyogenes
Mohos- levadura

Figura 1. Caracterizacion de las bacterias - marco teérico

Grupo Especie Caracteristicas Tintoriales (gram)
Staphylococcus S. aureus Gram (+)
S. agalactiae Gram (+)
Mycoplasma M. bovis Gram (-)
Corynebacterium C. bovis Gram (+)
Escherichia E. coli Gram (-)
Klebsiella Spp Gram (-)
Enterobacter Spp Gram (-)
Streptococcus S. uberis Gram (+)
S. dysgalactiae Gram (+)

(Bedolla & Ponce de Ledn, 2008).

La edad, etapa de lactancia, la estacion del afio, la variacion de la temperatura
ambiental y las variaciones dia a dia de las condiciones climéticas son factores
también relevantes en la proliferacion de los microorganismos (Bedolla & Ponce de
Ledn, 2008).

Otros factores predisponentes de mastitis incluyen la ubicacioén geografica, donde los
climas humedos y calidos favorecen la presencia de Staphylococcus aureus y
Mycoplasma sp; el control incorrecto de ectoparasitos, la alta prevalencia de la
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enfermedad en las vacas adultas y el suministro de leches contaminadas a las
terneras (Contreras, 2009).

Acceder a los registros de la presentacion de la enfermedad en las ganaderias es
esencial para el monitoreo individual y a nivel del hato, siendo prerrequisito para la
evaluacion econdmica y control de los programas (Bedolla & Ponce de Ledn, 2008).

4.2.2 ldentificacion de la bacteria

Para realizar cualquier tipo de evaluacion se deben identificar todas las cepas
presentes para tener en cuenta sus caracteristicas, morfologia y requerimientos, es
por esto que al recibir cualquier tipo de muestra, esta debe ser procesada. Para la
identificacion de bacterias existen distintas pruebas que guian al investigador hacia la
especie correspondiente.

4.2.3 Agar MacConkey. Es un medio de cultivo diferencial disefiado para aislar
selectivamente bacilos Gram negativos y entéricos diferenciandolos sobre la base de
la fermentacidn de la lactosa. El cristal violeta y las sales biliares contenidas en el
agar inhiben el crecimiento de bacterias gram positivas, lo que permite el aislamiento
de bacterias gram negativas. Las bacterias entéricas que tienen la habilidad de
fermentar lactosa se pueden detectar utilizando el carbohidrato de lactosa y el
indicador de pH rojo neutro. (Anderson, Cindy 2013)

4.2.4 Agar Sangre. Este medio de cultivo proporciona el crecimiento de la gran
mayoria de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como de hongos
(mohos y levaduras). La infusidbn de musculo de corazén y la peptona, otorgan al
medio un alto valor nutritivo, aun para aquellos microorganismos nutricionalmente
exigentes, a su vez el cloruro de sodio mantiene el balance osmatico. El agregado de
5-10 % sangre ovina desfibrinada estéril promueve el desarrollo de bacterias
exigentes en sus requerimientos nutricionales y la adecuada observacion de las
reacciones de hemodlisis (Britania Lab.com, 2021).

4.2.5 Agar Manitol salado. Es un medio de cultivo que permite el crecimiento de
bacterias Gram-positivas y ademas inhibe el crecimiento de Gram-negativas. El
manitol actia como el hidrato de carbono fermentable. El cloruro de sodio en alta
concentracion, es el agente selectivo que inhibe el desarrollo de la flora acompafante
y el rojo fenol es el indicador de pH. Este medio es altamente selectivo por la alta
concentracion salina y la capacidad de fermentacion del manitol por los
microorganismos. Las bacterias que crecen en un medio con alta concentracion de
sal y fermentan el manitol, producen acidos, modificando el pH del medio y de esta
forma activando el indicador de pH del color rojo al amarillo. Los Staphylococcus
crecen en altas concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el manitol. Los
Staphylococcus coagulasa positiva fermentan el manitol y se visualizan como colonias
amarillas rodeadas de una zona del mismo color. Por otro lado, los Staphylococcus
gue no fermentan el manitol, se observan como colonias rojas, rodeadas de una zona
del mismo color o purpura (Britania Lab.com, 2021).
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4.2.6 Agar Muller Hinton. Es un medio de cultivo nutritivo que no es selectivo y
promueve el desarrollo microbiano. Por su composicion, ha sido recomendado por el
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para ser utilizado de forma rutinaria
en la realizacion del antibiograma en medio sélido, debido a que este medio presenta
buena reproducibilidad en las pruebas de sensibilidad; también a su contenido en
inhibidores de sulfonamidas, trimetoprima y tetraciclina que es bajo y la mayoria de
los patdgenos microbianos crece satisfactoriamente (Britania Lab.com, 2021).

4.2.7 Caldo LB. El Caldo Luria o Caldo LB Miller se utiliza para el crecimiento y
mantenimiento de las cepas recombinantes de E. coli utilizadas en procedimientos de
microbiologia molecular. Estas cepas generalmente derivan de E. coli K12, que no
pueden producir vitamina B, por lo que este medio esta formulado para promover el
crecimiento de microorganismos nutricionalmente exigentes. La triptona proporciona
nitrégeno, vitaminas, minerales y aminoacidos esenciales para el crecimiento. El
extracto de levadura actia de igual forma como fuente de vitaminas, particularmente
del grupo B, y el cloruro de sodio suministra electrolitos esenciales para el transporte
y el equilibrio osmatico (Britania Lab.com, 2021).

4.2.8 Tincién gram. Es un tipo de tincidon que se realiza sobre las bacterias para
observarlas mejor bajo el microscopio. Se realiza esta tincién con el fin de confirmar
gue la muestra esté pura e identificar qué tipo de bacteria es la que tenemos en
crecimiento, ya sea un coco, un bacilo o una espiroqueta. Con esta tincion
observamos de igual manera el gram de acuerdo a la conformacion de su pared,
especificamente la presencia de peptidoglicanos en la misma. Segun esto, es una
bacteria gram positiva si se tifie de morado, y una gram negativa si se tifie de rosado.
Esto da un indicio de la posible cepa que se esta caracterizando. Si se observan
colonias de diferentes formas o color, se debe hacer de nuevo un pase hasta que la
lamina en el gram se vea pura y homogénea (Gram, C. 1884).

4.2.9 Prueba de Coagulasa. Esta prueba se utiliza para la diferenciacion de especies
del género Staphylococcus debido a la capacidad de coagular el plasma por la accién
de la enzima coagulasa, enzima que convierte el fibrindbgeno en fibrina. Existe en dos
formas, la primera es la coagulasa unida a la pared celular y la segunda es la
coagulasa libre o enzima extracelular que solo se produce cuando la bacteria se
cultiva en caldo. La primera se detecta mediante la prueba de la coagulasa en porta
y ambas mediante la prueba de la coagulasa en tubo (AF Olmos, 2011)

4.2.10 Prueba de oxidasa. Prueba utilizada para determinar si un microorganismo
produce la enzima citocromooxidasa. La prueba se usa en la caracterizacion inicial
de bacterias gramnegativas. La oxidasa es una enzima que cataliza una reaccion de
oxidacion y reducciéon empleando oxigeno molecular como aceptor de electrones. En
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estas reacciones el oxigeno se reduce a agua o peréxido de hidrégeno. Las oxidasas
son una subclase de las oxidorreductasas (AF Olmos, 2011).

4.2.11 Prueba de la Catalasa. Se utiliza en la caracterizacion inicial de la mayoria de
las bacterias. Esta prueba se realiza con el fin de determinar si la enzima catalasa
esta presente en las colonias aisladas, aspecto caracteristico de bacterias aerobias
aunque esta enzima esta presente en gran parte de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que contienen citocromo, siendo excepcion el Streptococcus
spp y Enterococcus spp. Para realizar la prueba se expone la bacteria a una cantidad
minima de peréxido de hidrogeno observando si esta lo descompone formando
burbujas inmediatamente (AF Olmos, 2011).

4.2.12 Agar Bilis Esculina. Este medio de cultivo es ideal para el aislamiento y
diferenciacion de enterococos intestinales y estreptococos del grupo D , basado en la
hidrolisis de la esculina en presencia de bilis. Los organismos positivos para hidrélisis
de esculina hidrolizan el glucésido esculina en esculetina y dextrosa. La esculetina
reacciona con el citrato férrico dando lugar a colonias marron oscuro o0 negras. La
tolerancia a la bilis y la habilidad de hidrolizar la esculina constituye un test seguro
para la identificacion presuntiva de enterococos. El color marrén alrededor de las
colonias aparece después de 18-24 horas de incubacién a la temperatura de 35.2 °C
indicando una reaccién positiva. La presencia de enterococos intestinales, es un
indicador de contaminacion fecal, especialmente cuando la contaminacién se produjo
mucho antes y las bacterias coliformes_menos resistentes, incluyendo Escherichia
coli, ya pueden estar muertas cuando se lleva a cabo el analisis. (Condalab, 2019).
La presencia de extracto de carne y peptona de carne que aportan nutrientes para el
desarrollo microbiano (Britania Lab.com, 2021).

4.2.13 La prueba de CAMP. Sirve principalmente para determinar la capacidad de
un microorganismo para producir una proteina conocida como factor CAMP. La
proteina produce un efecto sinérgico con la B-hemolisina de S. aureus sobre
eritrocitos ovinos y bovinos que se observa como un fenémeno litico en la interseccion
de los dos microorganismos cuando se siembran en proximidad. Como alternativa se
puede utilizar el CAMP inverso. En esta prueba la hemUlisis producida por algunos
microorganismos se inhibe por la B-hemolisina de S. aureus (por ejemplo, la
produccion de fosfolipasa D de Arcanobacterium haemolyticum o la fosfolipasa E de
Rhodococcus spp.) (AF Olmos, 2011)

4.2.14 Agar TSI. Medio de cultivo empleado para la diferenciacion de enterobacterias
gram negativas, en base a la fermentacion de los hidratos de carbono, glucosa,
lactosa, sacarosa y a la produccion de acido sulfhidrico. En el medio, el extracto de
carne y la pluripeptona, aportan los nutrientes necesarios para el desarrollo
bacteriano. La lactosa, sacarosa y glucosa son los hidratos de carbono fermentables.
El tiosulfato de sodio es el sustrato necesario para la produccion de acido sulfhidrico;
el sulfato de hierro y amonio, es la fuente de iones Fe3+ , los cuales se combinan con
el &cido sulfhidrico para producir sulfuro de hierro, de color negro. El rojo de fenol es
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el indicador de pH, y el cloruro de sodio mantiene el balance osmotico. Por
fermentacion de azlcares, se producen acidos, que se detectan por medio del
indicador rojo de fenol, el cual vira al color amarillo en medio acido. El tiosulfato de
sodio se reduce a sulfuro de hidrogeno que reacciona luego con una sal de hierro
proporcionando el tipico sulfuro de hierro de color negro (Britania Lab.com, 2021).

4.2.15 Antibiograma. Las pruebas de sensibilidad o antibiogramas permiten
determinar el nivel de susceptibilidad o resistencia de un microorganismo frente a los
medicamentos antimicrobianos, a partir de la exposicion de una concentracion
estandarizada del agente infeccioso a los farmacos que se quieran evaluar. Las
pruebas de sensibilidad pueden hacerse para bacterias, hongos o virus. Para algunos
microorganismos, los resultados obtenidos con un farmaco permiten predecir los
resultados que se obtendran con farmacos similares, de esta forma, no todos los
medicamentos potencialmente Utiles necesitan probarse (Vazquez, M. 2020 para
“Manual MSD”)

4.2.16 Agar Salmonella shigella. Medio de cultivo selectivo y diferencial utilizado
para el aislamiento de Salmonella spp. y de algunas especies de Shigella spp.
aisladas a partir de muestras de heces, alimentos y otros materiales en los cuales se
sospeche su presencia. En el medio de cultivo la pluripeptona y el extracto de carne
aportan los nutrientes para el desarrollo microbiano. Las sales biliares y el verde
brillante inhiben el desarrollo de una gran variedad de bacterias Gram positivas, de la
mayoria de los coliformes y el desarrollo invasor del Proteus spp. La lactosa es el
hidrato de carbono fermentable. El tiosulfato de sodio permite la formaciéon de SH2
gue se evidencia por la formacion de sulfuro de hierro. El rojo neutro es el indicador
de pH y el agar es el agente solidificante. Los pocos microorganismos fermentadores
de lactosa, acidifican el medio haciendo virar al rojo el indicador de pH, obteniéndose
colonias rosadas o rojas sobre un fondo rojizo. Salmonella, Shigella y otros
microorganismos no fermentadores de lactosa, crecen adecuadamente en el medio
de cultivo, y producen colonias transparentes. La produccién de acido sulfhidrico se
evidencia como colonias con centro negro debido a la formacién de sulfuro de hierro.
Para aumentar la selectividad, se recomienda incubar previamente la muestra en
caldo de Selenito (Britania Lab.com, 2021).

4.2.17 Agar EMB. Este medio, también denominado E.A.M., es utilizado para el
aislamiento selectivo de bacilos Gram negativos de rapido desarrollo y escasas
exigencias nutricionales. Permite el desarrollo de todas las especies de la familia
Enterobacteriaceae. El medio de cultivo combina las formulas de Holt-Harris y Teague
con la de Levine, para obtener un mejor rendimiento en el aislamiento selectivo de
enterobacterias y otras especies de bacilos Gram negativos. Es nutritivo por la
presencia de peptona que favorece el desarrollo microbiano. La diferenciacion entre
organismos capaces de utilizar la lactosa y/o sacarosa, y aquellos que son incapaces
de hacerlo, esta guiada por los indicadores eosina y azul de metileno, los cuales
ejercen un efecto inhibitorio sobre una amplia variedad de bacterias Gram positivas.
Muchas cepas de Escherichia coli y Citrobacter spp. presentan un caracteristico brillo
metalico. Las cepas que utilizan la lactosa poseen centro oscuro con periferia azulada
o rosada, mientras que las que no lo hacen son incoloras. También, pueden crecer
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especies de Candida y se observan como colonias rosadas y puntiformes; la siembra
en profundidad permite el desarrollo de clamidosporas en C. albicans. Enterococcus
spp. crece en este medio como colonias puntiformes y transparentes, mientras que
Acinetobacter spp. y otras bacterias oxidativas se observan como colonias de color
azul lavanda; esto puede ocurrir aunque las cepas no sean capaces de acidificar a
partir de lactosa al 0.5% y ello se debe a la incorporacion de azul de metileno a sus
membranas. En este medio se obtiene también un buen desarrollo de especies de
Salmonella y Shigella (Britania Lab.com, 2021).

4.2.18 Agar citrato de Simmons. Medio utilizado para la diferenciacion de
enterobacterias en base a la capacidad de usar citrato como Unica fuente de carbono
y energia. En el medio de cultivo, el fosfato monoamédnico es la Unica fuente de
nitrégeno y el citrato de sodio es la Unica fuente de carbono; estos componentes son
necesarios para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema
buffer y el magnesio es cofactor enzimatico. El cloruro de sodio mantiene el balance
osmotico, el azul de bromotimol es el indicador de pH, que vira a color azul en medio
alcalino. Este medio de cultivo es diferencial debido a que los microorganismos
capaces de utilizar citrato como Unica fuente de carbono usan sales de amonio como
Unica fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccion de alcalinidad. El
metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de citrato
permeasa, a través del ciclo del &cido tricarboxilico. El desdoblamiento del citrato
genera progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de un
medio alcalino, da origen a acidos organicos que al ser utilizados como fuente de
carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. EI medio entonces gracias a
todas estas propiedades vira al azul y esto es indicativo de la produccién de citrato
permeasa (Britania Lab.com, 2021).

4.2.19 Agar cetrimide. Medio usado para el aislamiento selectivo de Pseudomonas
aeruginosa y de otras especies del género. Su formulacion permite el crecimiento
selectivo de Pseudomonas aeruginosa y estimula la formacion de pigmentos. Este es
un medio muy semejante al King A, en el cual la peptona de gelatina aporta los
nutrientes para el desarrollo microbiano. El cloruro de magnesio y el sulfato de potasio
promueven la formacion de piocianina, pioverdina, piomelanina y fluoresceina de P.
aeruginosa. La cetrimida es un detergente cationico que actia como agente inhibidor,
libera el nitrdgeno y el fosforo de las células de casi toda la flora acompafiante, aunque
inhibe también algunas especies de Pseudomonas (Britania Lab.com, 2021).

4.2.20 Agar LIA. Medio de cultivo utilizado para diferenciar microorganismos,
especialmente Salmonella spp., basado en la descarboxilacion, la desaminacién de
la lisina y en la produccién de acido sulfhidrico. La peptona y el extracto de levadura
aportan los nutrientes para el desarrollo bacteriano. La glucosa es el hidrato de
carbono fermentable y la lisina es el sustrato utilizado para detectar la presencia de
las enzimas decarboxilasa y deaminasa. El citrato de hierro y amonio y el tiosulfato
de sodio son los indicadores de la produccion de acido sulfhidrico. El purpura de
bromocresol, es el indicador de pH, en donde un color amarillo en el pH es igual o
menor a 5.2 y violeta es igual a un pH igual o mayor a 6.8. Los microorganismos
fermentadores de glucosa actuan acidificando el medio y provocan el viraje del color
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purpura a un color amarillo. EI ambiente acido favorece la actividad enzimatica
decarboxilasa, se metaboliza la lisina a cadaverina elevando el pH del medio de
cultivo y lo torna a un color purpura o violeta. Los microorganismos fermentadores de
glucosa que no tienen actividad lisina decarboxilasa, producen un viraje de la totalidad
del medio de cultivo al color amarillo. A las 24 horas de incubacion se observa el fondo
del tubo color amarillo y la superficie de color violeta debido al consumo de las
peptonas que producen alcalinidad. La generacion de sulfuro de hidrégeno, se
visualiza por el ennegrecimiento del medio debido a la formacion de sulfuro de hierro.
Las cepas de los géneros Proteus, Providencia y algunas de Morganella, desaminan
la lisina. Esto produce un acido alfa-ceto-carbonico, el cual con la sal de hierro y bajo
la influencia del oxigeno forma un color rojizo en la superficie del medio (Britania
Lab.com, 2021).

4.2.21 Agar DNAsa. Medio de cultivo utilizado para la deteccion de enzimas
desoxirribonucleasas. Es especialmente Util para la diferenciacidon entre especies de
estafilococos, asi como para la diferenciacion de Serratia spp. de especies de
Klebsiella y Enterobacter. En el medio de cultivo, la tripteina es la fuente de nitrogeno,
aminoacidos, y aporta los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo
bacteriano. El acido desoxirribonucleico (DNA), se encuentra en grado altamente
polimerizado, y es el sustrato de la enzima desoxirribonucleasa (DNAsa), la cual lo
hidroliza. El cloruro de sodio mantiene el balance osmético y el agar es el agente
solidificante. Este medio de cultivo, permite diferenciar bacterias que poseen la
enzima desoxirribonucleasa de aquellas que no la poseen. La presencia de la enzima,
se puede detectar mediante el agregado de acido clorhidrico 1N. EI acido
desoxirribonucleico hidrolizado presenta transparencia, mientras que el acido
desoxirribonucleico polimerizado, precipita y torna opacidad al medio de cultivo
(Britania Lab.com, 2021).

4.2.22 Agar SIM. Medio semisoélido destinado a verificar la movilidad, produccion de
indol y de sulfuro de hidrogeno por los microorganismos. Es util para diferenciar
miembros de la familia Enterobacteriaceae. La tripteina y la peptona aportan
nutrientes para el desarrollo microbiano. El triptéfano es un aminoacido constituyente
de muchas peptonas y particularmente de la tripteina y puede ser metabolizado por
algunas bacterias para formar indol. En el proceso interviene un conjunto de enzimas
llamadas triptofanasas. El indol producido se combina con el aldehido del reactivo de
Ehrlich o de Kovac's, para originar un compuesto de color rojo. A partir del tiosulfato
de sodio los microorganismos pueden generar acido sulfhidrico que reacciona con el
hierro presente formandose un compuesto de color negro. El agar es el agente
solidificante y a esta concentracion le otorga al medio la propiedad de ser semisdélido,
condicion necesaria para detectar movilidad, que se evidencia por la turbidez del
medio o por crecimiento que expande mas alla de la linea de siembra del
microorganismo en estudio (Britania Lab.com, 2021).

4.2.23 Caldo MR-VP. Medio utilizado para la realizacion del ensayo de Rojo de Metilo

y Voges Proskauer. En el medio de cultivo, la pluripeptona aporta los nutrientes
necesarios para el desarrollo bacteriano y la glucosa es el hidrato de carbono
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fermentable. La glucosa puede ser metabolizada por los microorganismos, a través
de distintas vias metabdlicas. Segun la via utilizada, se originaran productos finales
acidos, ya sea acido lactico, acido acético, acido férmico, o productos finales neutros
como acetil metil carbinol. La diferencia en el metabolismo bacteriano podria ser
reconocida por la adicién de un indicador como rojo de metilo, para revelar la
presencia de productos acidos, y por la adicion de alfa naftol e hidréxido de potasio
para evidenciar la presencia de productos finales neutros. Voges y Proskauer,
describieron una coloracién rojiza que aparecia después de adicionar hidroxido de
potasio a los cultivos de ciertos microorganismos en medio con glucosa. Esta
coloracion se debe a la oxidacion del acetil metil carbinol a diacetilo el cual reacciona
con la peptona del medio para dar un color rojo (Britania Lab.com, 2021).

4.3 TECNICAS DE LABORATORIO PARA EVALUAR SENSIBILIDAD

4.3.1 Microdilucién en caldo. La microdilucion en caldo es el método de eleccion
dentro de los métodos de dilucidén para estudiar la sensibilidad a antimicrobianos. Se
emplea una placa de microtitulacion en la que cada pozo equivale a un tubo especifico
de ensayo del método de macrodilucion. EI método esta basado en la inhibicion del
crecimiento bacteriano en un medio liquido en la presencia de un tratamiento en
progresion aritmética. Tradicionalmente estos métodos se han usado para determinar
la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida
(CMB) de los antibitticos. En la mayoria de los casos se preparan diluciones del
antibidtico a evaluar en progresiébn geométrica en base 2 utilizando un medio de
cultivo adecuado; posteriormente se inocula dicho medio con las cepas bacterianas
elegidas y tras la incubacion, para permitir el crecimiento del microorganismo, se hace
la lectura, determinando cual es la concentracion que causa la inhibicién esperada
del crecimiento del microorganismo (R. Cantén, 2003).

La CMI seré la concentracion de antibiotico o tratamiento alternativo contenida en el
primer pozo donde no se observa crecimiento bacteriano, es decir, sin presencia de
turbidez. Si el microorganismo crece en todos los pozos, la CMI es superior a la mayor
concentracion de antimicrobiano estudiada. Si no crece en ningun pozo, la CMI es
inferior a la menor concentracién de antimicrobiano estudiada. La lectura de la placa
se realizard mediante espectrofotometria. Se debe comparar el valor obtenido de la
CMI con el estandar conocido para asignar la categoria interpretativa
correspondiente. (Clinical and Laboratory Standards Institute; 2009).

4.3.2 Espectrofotometria.

La espectrofotometria UV-visible es una técnica analitica que permite determinar la
concentracion de un compuesto en solucion, basandose en que las moléculas
absorben las radiaciones electromagnéticas y a su vez en que la cantidad de luz
absorbida depende de forma lineal de la concentracion (NA. Diaz, 2006). Es uno de
los métodos de andlisis 6ptico usado en investigaciones utilizando un instrumento
llamado espectrofotbmetro, que ayuda a comparar la radiacion absorbida o
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transmitida por una solucién que contienen una cantidad de soluto desconocida junto
con una cantidad conocida de la misma sustancia. La absorcion de las radiaciones
ultravioleta, visibles e infrarrojas depende de la estructura de las moléculas, y es
caracteristica para cada sustancia quimica. Cuando la luz atraviesa una sustancia,
parte de la energia es absorbida; la energia radiante no puede producir ningun efecto
sin ser absorbida. El color de las sustancias se debe a que éstas absorben ciertas
longitudes de onda de la luz blanca que incide sobre ellas y solo dejan pasar a
nuestros ojos aquellas longitudes de onda no absorbidas.

4.3.3 Recuento bacteriano
El recuento bacteriano es un métodos utilizado para determinar el nimero de
microorganismos viables en un medio liquido, cuando las concentraciones son bajas
a través de un medio de cultivo en placa de petri; los microorganismos retenidos en
la membrana se desarrollan formando colonias, permitiendo su cuantificacion.
(Ramirez S Julidn A, 2018)

4.4 PROPOLEO

4.4.1 Definicién. Es una sustancia producida por las abejas Apis mellifera a partir de
resinas y balsamos de procedencia vegetal y de consistencia glutinosa (Vasquez R,
et al,2012). Las abejas afiaden secreciones salivares, ceray polen para la elaborar el
propdleo como producto final. Ellas prefieren las horas mas calientes del dia para
recolectar las resinas porque éstas son mas maleables, lo que facilita su recoleccion.
(Lopez G, 2011). Las abejas lo recolectan raspandolo con las mandibulas y con las
patas lo manipulan hasta formar pequefias esferas que ponen en las corbiculas. Lo
utilizan como antibiotico natural, para protegerse de bacterias, virus y hongos, y para
mantener limpia la colmena.(Vasquez R, et al,2012).

4.4.2 Propiedades fisicas. Aspecto es de una masa oscura, resinosa y sélida,
insoluble en agua, pero soluble en éter, acetona, benceno y tricloroetileno. Su
densidad es de 1.127 g/cc y su punto de solidificacion 15 °C. (Vasquez R, et al,2012).

4.4.3 Composicion quimica.

La composicion es muy compleja, los porcentajes varian segun el tipo de planta de
donde se colecta, la época del afio y la region geografica. Basicamente se compone
de resinas y balsamos aromaticos, de cera de abeja, de aceites esenciales o volatiles,
de polen, de materiales diversos. (Lopez G, 2011).

Se han identificado mas de 160 compuestos, una gran parte son compuestos
fendlicos, a los que se les atribuye la accion farmacoldgica. Los principales fenoles
identificados son los flavonoides, acidos aromaticos y sus ésteres, aldehidos
aromaticos, cumarinas, triglicéridos fendlicos.

Se identifica otro grupo de compuestos y elementos minerales que se encuentran en
cantidades que casi no se perciben, pero que son de fundamental importancia en la
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actividad biolégica del propoleo y en el metabolismo celular; entre estos se destaca
la provitamina A y algunas vitaminas del complejo B, especialmente la vitamina B3 o
nicotinamida, ademas de lactonas, polisacaridos, aminoacidos y otras sustancias aun
no reconocidas. (Lépez G, 2011).

4.4.4 Recoleccién y almacenamiento.

Se inicia con un sistema de colecta por raspado en donde se extraen las resinas de
todas las partes de la colmena donde las abejas han depositado propdleo utilizando
una espatula. Es de tener en cuenta que la calidad de este propéleo es baja por
presentar alta contaminacion con polvo y otros materiales extrafias presentes en el
ambiente como madera y pintura. Otra alternativa de recoleccién es usando las
trampas recolectoras consisten en un marco de madera que contiene una malla
dispuesta de tal manera que las abejas van rellenando con propdleo el espacio que
se va abriendo. Al igual que el raspado, este método presenta desventajas por
contaminacion.

Al momento de recoger el producto se debe evitar hacer grandes bolas de Propoleo
ya que de esta forma se hace mas dificil su manipulacion y pierde la calidad. Una vez
cosechado, este debe ser guardado en envases que lo protejan de los gases, polvo,
contacto con el aire, insectos, humedad del ambiente y del sol. Por todo esto es
importante almacenarlo en frascos de vidrio de color &mbar con una temperatura ideal
para su conservacion de 15° C, para evitar pérdidas de los componentes volatiles que
contribuyen a sus propiedades (Lépez G, 2011).

4.4.5 Usos y aplicaciones

Se ha reportado que puede ser utilizado como antibacteriano y anticariogénico,
bacteriostatico contra Staphylococcus aureus, B. subtilis, E. Coli y Ps. Aeruginosa,;
Antiviral, antifingico y anti-levaduras; ayuda a las Ulceras tanto en piel como en el
tracto digestivo, ademas es inmunoestimulante, broncodilatador, antiinflamatorio,
analgésico, relajante sobre el masculo liso, cicatrizante en quemaduras y lesiones de
la piel y antitumoral (Vasquez R, et al,2012). Se conoce que ha sido empleado en el
tratamiento de enfermedades oculares con efectividad en el hombre y los animales.
(Giral T., 2007)

4.4.6 Extracto etandlico de propdleo. Los extractos etandlicos de propéleo tienen
una actividad antibacteriana significativamente mayor que los extractos acuosos, y

esta actividad depende de su procedencia y de la especie bacteriana evaluada.
(Carrillo M, 2011)

4.5 LISOZIMA

21



4.5.1 Definicién. La lisozima fue descubierta en 1922 por Alexander Fleming, quien
también descubrié la penicilina. La lisozima, también llamada muramidasa, es una
enzima de 14,4 kilodalton que dafa las células bacterianas catalizando la hidrolisis
de las uniones beta 1,4 entre los residuos de acido N-acetilmuramico y N-acetil-D-
glucosamina en un peptidoglicano. La lisozima se encuentra en muchos organismos
como virus, insectos, anfibios, reptiles, aves y mamiferos, produciéndose en multitud
de tejidos y fluidos, incluyendo huevos de aves, leche humana, lagrimas, saliva y es
ademas secretada por leucocitos polimorfonucleares

(Niyonsaba y Ogawa, 2005).

4.5.2 Usos y aplicaciones. La lisozima ha sido usada en la profilaxis y tratamiento
de infecciones bucofaringeas para estimular las reacciones del organismo y como
apoyo en la accion de antibioticos o quimioterapicos. Se ha utilizado en la industria
alimenticia como aditivo en productos carnicos, lacteos y vinos evitando el crecimiento
bacteriano en los mismos. Otros reportes indican su aplicacion sobre algunas
bacterias y también hongos, afectando el proceso de gemacién, entre estos se
incluyen Aspergillus fumigatus, Penicillium sp., Acremonium sp., Candida parapsilosis
y C. albicans (Woods et al., 2011). La lisozima es capaz de romper los enlaces
guimicos en la pared celular externa de la bacteria la cual contiene una capa de
peptidoglicano, compuesto significativo en bacterias que pertenecen al grupo de las
gram positivas (Phillips, 1967)

4.5.3 Mecanismo de accién. La capa de peptidoglicano en la pared celular de las
bacterias contiene moléculas alternas llamadas N-acetilglucosamina y acido N-
acetilmuramico, las cuales forman una fuerte cadena de glicano que actia como
sostén de la pared celular. La lisozima divide el enlace entre la N-acetilglucosamina y
el acido N-acetilmuramico y, una vez que esta cadena se rompe, se produce la muerte
bacteriana. En una bacteria Gram positiva, esta capa de peptidoglicano esta en la
superficie mas externa de la célula. Sin embargo, en una bacteria Gram negativa, la
capa de peptidoglicano de la pared celular se localiza hacia el interior, razon por la
gue la lisozima pura puede destruir mas facilmente las bacterias Gram positivas que
las bacterias Gram negativas. Sin embargo, al modificarla adecuadamente la lisozima
utilizada en un producto para problemas dermatoldgicos en animales, tiene el mismo
efecto bactericida sobre Gram positivos y Gram negativos, ademas de ofrecer un alto
efecto cicatrizante, antiinflamatorio y regenerador de la piel. (Jglobal, 2013).

5. METODOLOGIA

5.1 VARIABLES A OBSERVAR

e Tipo de Estudio: Cuasiexperimental. En este tipo de estudio, el investigador
ya tiene la hipotesis de trabajo que pretende comprobar; ademas, conoce y
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controla una serie de variables que tienen relacion con la hipétesis y que le
serviran para explicar el fenébmeno.

e Poblacion y Muestra: En este estudio se utilizaron 74 cepas bacterianas
aisladas de muestras de leche que se tomaron en distintas fincas localizadas
en la sabana de Bogota. Los animales seleccionados para las pruebas
presentaban signos de mastitis y la prueba de CMT positiva.

5.1.1 Criterios de inclusion
e Hembras en periodo de lactancia
e Hembras con signos clinicos de mastitis
e Hembras con prueba CMT positiva de > 2

5.1.2 Criterios de exclusion

Terneras

Novillas

Vacas viejas o fuera de produccion
Hembras presentes en el horro

5.1.3 Variables

5.1.3.1 Variable dependiente: Concentracion Minima Inhibitoria para cada una de
las especies de bacterias de la mastitis aisladas a nivel de campo.

5.1.3.2 Variable independiente: Efecto del extracto de propdleo y la lisozima sobre
el crecimiento bacteriano, teniendo en cuenta la variedad de concentraciones para
cada uno, y comparando su accioén con un grupo control (sin propdleo y lisozima) y
con un grupo tratado con antibiético convencional.

5.2 HIPOTESIS GENERAL DEL TRABAJO

Se espera que los tratamientos alternativos a evaluar (Extracto de propdleo y
Lisozima) tengan cierto nivel de inhibicidn, ya sea igualando o superando el efecto
inhibitorio ejercido por los antibiéticos de uso frecuente en el tratamiento de la mastitis
bovina.

5.3 SELECCION DE MUESTRAS

Se seleccionaron muestras de leche que al ser cultivadas en agar sangre como medio
nutritivo mostraron crecimiento de una o mas cepas bacterianas, indicando asi la
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presencia de contaminacion en las mismas y relacionandolas con la prueba CMT para
determinar la presencia de la enfermedad.

5.4. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

5.4.1. Procesamiento de las muestras de leche

Después de colectadas las muestras en campo, se procede a llevarlas al laboratorio
para iniciar el aislamiento y caracterizacion de los patdgenos presentes en las
mismas, para esto se inicia con una siembra masiva de la muestra en Agar base
sangre, introduciendo un hisopo estéril en cada uno y pasandolo a la caja de petri con
el agar, para posteriormente poner todas las muestras debidamente marcadas a
incubar, con una temperatura de 37°C durante 24 horas.

Pasadas 24 horas, se debe observar la cantidad de colonias en cada caja, ya que
normalmente suele haber mas de un tipo de bacteria en cada muestra.

5.4.1.1 Aislamiento e identificacion de colonias. De acuerdo a sus caracteristicas
morfologicas se empiezan a identificar y separar las distintas colonias tomando una
pequefia cantidad de cada una con un asa esteril y sembrando en una nueva caja con
agar sangre, esto con el fin de purificar cada colonia aislada para iniciar con su
caracterizacion. En este proceso se realizan todas las pruebas ya mencionadas en el
orden que el bacteriélogo o el investigador considere segun se vayan dando los
resultados, ya que a medida que cada cepa se expone a los distintos agares de cultivo
y pruebas complementarias se obtienen nuevos datos de las mismas, acercandose
asi a la posible identidad de las especies aisladas.

5.4.2. Elaboracion del extracto de propéleos

Los propoleos que se utilizaron fueron obtenidos principalmente de colmenas
ubicadas en el apiario de Usme en donde las principales fuentes de resina para la
elaboracién de propoleos son los arboles de la zona.estos propdéleos son puros,libres
de tierra,trozos de madera y los residuos macroscopicos; también fueron
debidamente caracterizados para saber exactamente sus propiedades.para la
elaboracion del Extracto Etandlico de propéleos al 70% se utilizaron 100 gramos de
propdleo, 500 ml de etanol al 96% y 250ml de agua destilada esteril para pasar el
etanol a una concentracion de 70%.

Para la preparacion del extracto de propdleo inicialmente las muestras se maceran
en un molino de café. Es importante pesar el propdleo seco antes de hacer la
preparacion en una gramera. Se toman 4,5 g de propdleo que seran disueltos en 15
ml de etanol al 70%, para luego distribuir en frascos con tapa bien protegidos de la
luz, una mezcla entre el propdleo seco y el etanol diluido al 70%, tapar bien y dejar
24 horas con agitacion constante cada hora. Pasadas las 24 horas, sacar la mezcla
de propéleo mas etanol y filtrar en un embudo con papel filtro para obtener el peso
seco (mg/ml). Recoger extracto etandlico final y almacenarlo en frascos ambar mas
pequefios debidamente marcados para someterlos a evaporacion en un rotavapor,
reconstruirlos en agua destilada esteril y ser usados posteriormente.

Se realizaron pruebas de susceptibilidad con los extractos de propdleo y antibiéticos
a manera de control. Para determinar la sensibilidad y resistencia de las bacterias
ante antibidticos (Gentamicina y Amoxicilina) se realizard mediante la prueba de
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difusién en disco en agar Muller-Hinton (CLSI, 2007).

5.4.3.Elaboracion de Lisozima

La lisozima sera utilizada a una concentracion de 20 mg/ml, SIGMA lysozyme from
chicken egg white; tomada desde su presentacion comercial en polvo y transformada
a un estado liquido, siendo diluida en agua destilada esteril y alicuotando la misma
para garantizar su inocuidad en cada montaje.

5.4.4 Pruebas de sensibilidad in vitro

Para la evaluacion in vitro de los tratamientos se hicieron montajes mediante la técnica
de microdilucion en placa, organizado como se observa en la figura 2 y 3, siendo 8,2
mg/ml la concentracion mas alta del extracto de propoleo y 10 mg/ml la de lisozima,
con diluciones %2 realizando 3 diluciones en el caldo de cultivo. Se manej6é una
proporcion 50/50 con un volumen total por pozo de 120 ulL, es decir, 60 uL del
tratamiento y 60 uL de la bacteria seleccionada cultivada en caldo nutritivo. Se
incluyeron los respectivos controles para asegurar la validez de estos resultados,
siendo el control positivo Gnicamente el caldo con la bacteria, el control negativo la
bacteria mas un antibiético que haga efecto, en este caso la gentamicina y un control
del caldo mas los tratamientos y los solventes utilizados para la preparacion de los
mismos con el fin de corroborar que no haya presencia de ningun tipo de
contaminacion en los mismos . Se manejé ademas una mezcla de ambos tratamientos
para observar si se potenciaba o inhibia su efecto. A manera confirmatoria se realizé
una siembra masiva del contenido de los pozos en cajas de petri con agar nutritivo
para recuento bacteriano, identificando si la accion de los tratamientos era mas de
tipo bactericida o bacteriostatica.
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Figura 2. Mapa guia para el montaje de cada placa

Antes de la inoculacién, las cepas aisladas fueron transferidas a caldo nutritivo e
incubadas a 37°C. Todas las cepas se cultivaron bajo las mismas condiciones. Las
suspensiones bacterianas se manejaron y guardaron en medio agar sangre, y
también fueron criopreservadas en medio de congelacién preparado con caldo LB y
glicerol esteril. Se ajusté la densidad bacteriana de todos los cultivos para ensayo a
una concentracion de 2 segun la escala de Mc Farland. Los resultados fueron leidos
usando un lector de microplacas.

Después de realizar la lectura de las placas, se trasladaron a mayor escala las
muestras de los pozos sembrando su contenido en cajas con agar nutritivo, esto con
el fin de corroborar la presencia o ausencia de algun crecimiento bacteriano y de esta
manera al compararse con los resultados en el lector, determinar si la informacion
coincide y el posible efecto que pueden tener los tratamientos sobre las bacterias, ya
gue si se observa una disminucién en la densidad de los pozos pero hay crecimiento
de colonias en el agar, se puede sospechar de una posible accion bacteriostatica,
pero si por el contrario ambas pruebas muestran un crecimiento negativo, es posible
gue el tratamiento evaluado este generando un efecto de tipo bactericida.

La Concentracién Minima Inhibitoria se define como la mas baja concentracion de
extracto de propoleo y Lisozima que inhibe el crecimiento bacteriano comparado con
el control positivo.
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Figura 3. Placa de ELISA con una cepa bacteriana expuesta a distintas concentraciones de propéleo y lisozima.

5.4.5 Antibiograma

El antibiograma es una prueba de laboratorio de microbiologia para analizar la
sensibilidad de los microorganismos a uno o varios antibiéticos. Se realiz6 mediante
la técnica de Kirby Bauer utilizando discos impregnados de distintos antibidticos a
cierta concentracion con el fin de determinar el nivel de resistencia o susceptibilidad
de una cepa en especifico; esto se evaluaba mediante la medicion de halos de
inhibicidn que se creaban alrededor de cada disco de antibiético, como se observa en
la figura 3. En este trabajo se expusieron y evaluaron 71 cepas bacterianas a distintos
antibidticos seleccionados segun el gram de cada una, siendo usados en el caso de
las gram positivas Penicilina, Amoxicilina, Gentamicina, Eritromicina, Trimetoprim,
Nitrofurantoina, Tetraciclina y Clindamicina; para las gram negativas fueron utilizados
antibidticos como la Tobramicina, Tetraciclina, Ceftazidime, Amikacina, Imipenem,
Ceftriaxona, Ampicilina, entre otros. Estas pruebas se efectuaron con el fin de
identificar los antibiéticos con mayor efecto sobre las cepas para ser utilizadas como
control negativo en los montajes de microdilucion en placa.

v -

Figura 4. Antibiograma montado para una de las cepas bacterianas aisladas donde se observan halos de inhibicién para
dos tipos de antibio6ticos.
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6. RESULTADOS

Un total de 71 cepas bacterianas se aislaron de las cuales 63 fueron cocos gram
positivos (CGP), 4 bacilos gram negativos (BGN) y 4 cocobacilos gram negativos
(CBGN), como se muestra en la figura 2; del total de cepas aisladas se lograron
exponer 25 a pruebas de sensibilidad, siendo 20 CGP, 2 BGN y 3 CBGN (Figura 3);
18 de las cepas aisladas totales mostraron ser resistentes a mas de dos antibioticos
de uso comercial para el tratamiento de mastitis bovina, sin embargo solo fueron
expuestas a pruebas de sensibilidad 15 de ellas, sefalas con una celda de color verde
(Figura 3). Se evaluaron ademas las cepas ATCC Staphylococcus aureus 29213,
Streptococcus uberis 700403, Pseudomona aeruginosa 27853 y Escherichia coli
26922 para un total de 31 cepas bacterianas sometidas a pruebas de sensibilidad in
vitro.

Recuento de Morfologia

CBGN BGN
9,7% 12,9%
CGP

77,4%

Figura 5. Morfologia bacteriana. En este grafico se observa la morfologia correspondiente a las bacterias
elavuadas coco gram positivos 77,4%, bacilos gram negativos 12,9%, cocobacilo gram negativo 9,7%.
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# Bacteria _

9 BGN
19 CGP
32 CGP
33 CGP
37 CGP
44 CGP
53 CGP
66 CGP
5. aureus (51) CGP
5. uberis CGP
51 CGP
13 CGP
16 BGN

34 CBGN
3 CGP
ul CGP

5 CBGN
B CGP
8 CGP
25 CGP
26 CGP
28 CGP

35 CBGN
38 CGP
52 CGP
63 CGP
B5 CGP
70 CGP
E. coli BGN
P aeruginosa BGN
5 aureus (53) CGP

Figura 6. Bacterias sometidas a pruebas de sensibilidad in vitro, cepas ATCC, nimero de bacterias,
clasificacion de coco gram positivos, cocobacilos gram positivo,bacilos gram negativos.

Se realizaron en total 11 montajes, pero fueron viables Unicamente 4 de ellos, en
donde se modifico el propéleo para poder ser leido por el espectrofotdmetro. Para el
propoleo se obtuvo una concentracion inhibitoria 50% (CI50) de 6,79 mg/ml, mientras
gue para la Lisozima la CI50 fue de 5,43 mg/ml (Figura 4).
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TRATAMIENTO

CI50 (Promedio)

INTERVALO DE CONFIANZA (IC)

PROPOLEO

6,79 mg/ml

IC: 1,314-45,95

LISOZIMA

5,45 mg/ml

1IC:1,017-40,14

Figura 7. Cl 50 e Intervalo de confianza propdleo y lisozima; concentraciéon inhibitoria 50, resultados
basados en el programa Graphpad Prism.

Los resultados fueron graficados para cada cepa con ambos tratamientos a probar,
incluyendo el respectivo control con antibiotico de uso frecuente que en este caso fue
la gentamicina a 8 mg/ml, agrupandolos segun la morfologia bacteriana; para evaluar
el efecto inhibitorio se tuvieron en cuenta Gnicamente porcentajes iguales o superiores

al 50%.
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Streptococcus uberis Streptococcus uberis
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Figura 8. Bacterias sometidas a tratamiento propéleo y antibi6tico.

38



COCOS GRAM +
100~
mm % INHIBICION LISOZIMA
Z 80+ =3 % INHIBICION AB
3]
@ 60-
I
E 4|:|_
L
(]
2 20-
0-
53 65 3 33 32 51 66 44 52 70 25 37
NUMERO BACTERIA

Figura 9. Porcentaje de inhibicion lisozima, porcentaje de inhibicion de antibidtico de eleccion
(Gentamicina) en 10 bacterias de tipo coco gram positivo.

Del total de cocos gram positivos, 10 cepas bacterianas mostraron una inhibicién
superior al 50% con una o varias concentraciones de ambos tratamientos (Propéleo
y Lisozima); 1 cepa mostré inhibicion Unicamente al ser sometida a tratamiento con
propodleo y 5 cepas de igual forma fueron exclusivamente inhibidas por la lisozima.
Para las cepas ATCC, Staphylococcus aureus y Streptococcus uberis mostraron
inhibicion en el crecimiento para ambos tratamientos; para el control positivo, 8
Unicamente cepas mostraron inhibicion del crecimiento superior al 50% con el
antibiotico de eleccion (Gentamicina), las cepas de ATCC no presentaron esta
inhibicién.
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Pseudomona aeruginosa Pseudomona aeruginosa
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En el grupo de los bacilos gram negativos, una de las cepas mostroé inhibicion a ambos
tratamientos y al antibiético de control, otra cepa fue inhibida por la Lisozima
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Unicamente, y para las cepas ATCC Escherichia coli y Pseudomona aeruginosa, el
antibidtico fue el Unico tratamiento efectivo.
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En el grupo de los cocos gram negativos, solo una cepa mostroé inhibicion de mas del
50% unicamente a Lisozima, para propoleo no hubo inhibicién en ninguna de las
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cepas, y en cuanto al control positivo con el antibiético, se observo una inhibicion de
mas del 50% en 3 cepas.

Del total de 31 cepas muestreadas, 13 mostraron resultados favorables a ambos
tratamientos, 7 fueron inhibidas Unicamente por la lisozima, 1 cepa por el extracto de
propoleo, y en cuanto al control con antibiético 14 fueron inhibidas por el mismo; se
observo que en las 6 cepas restantes no hubo inhibicion para ningun tratamiento.

% INHIBICION A TRATAMIENTOS

PROPOLEO
SIN INHIBICION 2,4%
14.6% LISOZIMA
17,0%

AMBOS TX (P-L)
3L,7% ANTIBIOTICO
34,2%

Figura 10. Porcentaje de cepas que fueron inhibidas a uno o varios tratamientos.

Es de resaltar que la inhibicion observada varié para cada bacteria en cuanto a la
concentracion de Propdleo y Lisozima, debido a que se observaron cepas
mayormente inhibidas por las concentraciones mas bajas, y otras en la que la
inhibiciobn se mostré6 en las concentraciones mas altas. En algunos casos, los
tratamientos alternativos incluso lograron superar el efecto inhibitorio del antibiético,
mostrando potencial terapéutico beneficioso a futuro.

7. DISCUSION
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Autores en distintos paises como Chile (San Martin et al., 2002), Paraguay (Aponte,
2007), el estado de Zulia en Venezuela (Faria et al., 2005), los departamentos de
Antioquia, Cérdoba (Donado et al., 1992) y el altiplano cundiboyacense en Colombia
(Cruz et al., 2007; Calderén y Rodriguez, 2008); establecen que el Staphylococcus
aureus es el patdgeno mas prevalente en los casos de mastitis bovina, por lo que se
podria sospechar que en las cepas aisladas del presente estudio mas de una
corresponda a esta especie, y de igual forma, por esta razén fue importante exponer
propdleo de Usme a esta cepa en especifico.

Los estudios realizados sobre el prop6leo como agente antibacteriano reportan que
este suele tener mayor actividad contra las bacterias Gram positivas que las Gram
negativas (Mavri et al., 2012; Serra y Lacalle, 2012; Siripatrawan et al., 2013),
afirmacion que se pudo confirmar, sin embargo en las bacterias Gram negativas se
obtuvieron algunos resultados favorables. Se habla también de que los
microorganismos mas frecuentemente aislados en la mastitis bovina son los cocos
Gram positivos, lo que coincide con los resultados hallados ya que este tipo de
bacterias fueron las que se presentaron en mayor proporcién en el total de las
muestras, ademas de que ya se tienen algunos indicios de que en las cepas aisladas
algunas pueden corresponder a especies de Staphylococcus, Streptococcus y
Enterococos. En cuanto a la CI50 del propdleo, varia segun el autor, ya que se han
reportado concentraciones mucho mas altas que la estipulada en este trabajo, como
la reportada por Marcucci de 120 mg/ml, otras mas cercanas con propoleos del
departamento del Cauca en los municipios de Buenos Aires y Totor6 entre 15y 17
mg/ml, y otras mas bajas de hasta 1 mg/ml en el municipio de La Unién, en Antioquia.

La lisozima destruye las paredes celulares de ciertas bacterias Gram- positivas, como
es el caso de las bacterias 3,8,32,52,63,26,5, el % de inhibicion de la lisozima mayor
o igual al 50% , en cepass como ATCC Staphylococcus aureus 29213, Streptococcus
uberis 700403 tambien género mas del 50% de inhibicion, en bacterias Gram
negativas la lisozima es casi inactiva por la dificultad de acceder al peptidoglicano
gque se encuentra protegido por la membrana externa (lbrahim y col.,2002);Las
bacterias gram positivas el peptidoglicano representa alrededor del 90% de la pared
celular mientras que las gram negativas solo el 10% (Back,1984); La lisozima de
huevo cuando es modificada por distintos métodos logra ampliar su espectro
antibacteriano frente a ciertas bacterias Gram-positivas,ademas potencia su actividad
frente a los Gram negativos.(touch y col.,2004) la lisozima recombinante incrementa
su actividad a cepas de bacterias Escherichia coli (Ibrahim y col.,1992;kato y
col.,1998) se busca potenciar el espectro antibacteriano de la lisozima de huevo
mediante tratamientos térmicos y quimicos (cegielska-Radziejewska y col.,2009).

Estudios recientes han demostrado que la lisozima es uno de los principales
componentes de los granulos primarios y secundarios de los neutrdfilos y el principal
producto secretado por los macréfagos, por ello puede actuar en la activacion de estas
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células frente a los procesos de inflamacion por la presencia de bacterias (Ganz y
col., 2003; Cho y col., 2005)

8. CONCLUSION

Las cepas aisladas en el total de muestreos analizados coinciden con las reportadas
por la literatura, destacando principalmente a los cocos gram positivos. Se obtuvo una
CI50 muy cercana a la dosis maxima utilizada, por lo que se sugiere que con
concentraciones mayores del extracto de propoleo de Usme se podrian obtener
porcentajes de inhibicibn mas altos, sin embargo lo observado en este estudio nos
permite inferir que el extracto de propdleo es promisorio para el tratamiento de
mastitis, e incluso de otras patologias de origen bacteriano, siendo una alternativa
natural que puede ser utilizada en el desarrollo de estrategias terapéuticas para la
enfermedad, mas aun ante la problematica de resistencia bacteriana a antibioticos
usados comercialmente, y ademas, disminuyendo significativamente los efectos de
residualidad al tratarse de un producto de origen natural, sin embargo, es necesario
tener en cuenta que los compuestos de cada propdéleo varian segun la region y su
origen vegetal, por lo que es posible que no todos vayan a tener el mismo efecto a
una concentracion estandarizada y se requiera mayor o menor cantidad del mismo.

Se recomienda profundizar la investigacion para cada tipo de propoleo de acuerdo a
su origen fitogeografico, ya que los componentes potencialmente antimicrobianos del
propdleo van a variar en su cantidad para cada uno. Se deben continuar con los
estudios sobre su efecto en diferentes tipos de cepas bacterianas, no solo causantes
de mastitis sino de cualquier patologia infecciosa, manejando concentraciones mas
altas para evaluar si existe un aumento en el porcentaje de inhibicion de
microorganismos.

La lisozima de clara de huevo es utilizada en la industria farmacéutica,alimentaria,
en veterinaria,medicina y en la industria cosmética ya que tiene gran efecto
antibacteriano frente a bacterias Gram positivas,La mayoria de las bacterias Gram
negativas no son susceptibles a la accion de la lisozima sola porque su membrana
externa impide el acceso de la enzima a la capa de peptidoglicano. Sin embargo,
algunas lisozimas naturales que han sido modificadas por diversas técnicas, tales
como la fermentacion bacteriana, son activas contra bacterias Gram negativas al
lograr penetrar la capa externa (Ellison Il y Giehi, 1991; Sahoo et al., 2012)
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