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Resumen

Debido a que el uso de los antibidticos se ha extendido desde hace mas de
cincuenta afios, las bacterias han ido desarrollado una resistencia progresiva
ocasionando un importante problema de salud en todo el mundo, siendo una amenaza
cada vez mayor tanto en los seres humanos como en los animales. En consecuencia,
continuamente se realizan esfuerzos cientificos para estudiar y desarrollar nuevos
compuestos con accion antimicrobiana, distintos de la terapia antibidtica convencional y
que no sean contaminantes. Asi, la jalea real (JR) o sus componentes activos, podrian
ser utilizados como una terapia antibi6tica alternativa. La JR es una secrecion nutritiva
de consistencia cremosa, blanco-amarillenta, acida, con olor y sabor ligeramente
picantes producida por el sistema de glandulas cefalicas (hipofaringeas y mandibulares)
de abejas obreras (Apis mellifera L.). Esta compuesta por agua, proteinas de alto valor
bioldgico, carbohidratos, lipidos como el acido graso especifico trans 10-hidroxi-2-
decenoico (10-HDA), minerales, aminoacidos libres y vitaminas.

Dado que, hasta el momento, no existen investigaciones de actividad
antibacteriana de JR y de sus extractos etéreos (EE) y extractos desgrasados (ED) sobre
bacterias causantes de infecciones superficiales en seres humanos y de mastitis en
bovinos, se propone realizar dichos estudios con la finalidad de ampliar el espectro de
bioactividad de tan importante producto de la colmena.

Se obtuvieron muestras de JR de diferentes regiones ecoldgicas de Argentina
denominadas Regional (JR R), Norte Grande (JR NG), Corrilobo (JR C) y La Pampa
(JR LP) las que fueron analizadas mediante ensayos fisicoquimicos determinando su
pureza; los EE y ED se obtuvieron a partir de las muestras de JR liofilizadas utilizando
un extractor Soxhlet. La bioactividad se evalué determinando Concentracién Inhibitoria
Minima (CIM) por las técnicas de dilucion en tubo, difusién en pozo y microdilucién en
caldo sobre cepas bacterianas de Enterococcus, aisladas de infecciones superficiales en
seres humanos, de Staphylococcus y Streptococcus, aisladas de mastitis en bovinos y
sobre bacterias Gram negativo, aisladas de ambas infecciones. El género
Staphylococcus resulté mds sensible a las muestras de JR con respecto a los otros
grupos bacterianos estudiados. Las muestras de JR demostraron variabilidad en cuanto a
su actividad antibacteriana stendo JR C y JR NG las més activas y JR LP y JR R las
menos activas. Los EE ejercieron mayor actividad antibacteriana que sus
correspondientes ED. La separacion mediante cromatografia en capa delgada de los
componentes de los EE de la JR NG y de la JR C mostrd la presencia de 4 bandas con
diferentes Ry. En ambos casos, los componentes de mayor polaridad evidenciaron
actividad antibacteriana cuando se las estudié mediante la técnica de bioautografia.
Finalmente, la fraccion lipidica activa (FLA) del EE de la JR C se obtuvo por
cromatografia en columna que, al estudiarse por cromatografia gaseosa, demostré un
espectro limpio con un unico componente cuyo tiempo de retencién coincidié con el del
patron 10-HDA. La bioactividad de la FLA y del 10-HDA se evalud individualmente
determinando CIM por técnica de microdilucion en caldo sobre bacterias Gram positivo
y negativo, siendo las primeras sensibles a ambos y resistentes las segundas.

Estos resultados constituyen la primera evidencia del uso de jalea real y su
extracto lipidico como agentes antibacterianos frente a bacterias causantes de
infecciones superficiales en seres humanos y de mastitis en bovinos e indican la elevada
sensibilidad que presentan dichas bacterias frente a productos naturales. Es asi como se
propone la utilizacion de jalea real y/o de su extracto lipidico como tratamiento
alternativo y natural de infecciones superficiales en seres humanos y de mastitis en
bovinos.



Abstract

Because the extended use of antibiotics for over fifty years, bacteria have
developed a progressive resistance causing a major health problem worldwide, with a
growing threat in both humans and animals. Consequently, scientists are continually
making efforts to study and develop new compounds with antimicrobial action, non
contaminating and out of conventional antibiotic therapy. Thus, royal jelly (RJ) or its
active components could be used as an alternative antibiotic therapy. The RJ is a creamy
nutritious secretion, yellowish-white, acid with slightly pungent odor and flavor
produced by the cephalic glands system (hypopharyngeal and mandibular) of worker
bees (Apis mellifera 1.). It is composed of water, high biological value proteins,
carbohydrates, lipids such as the specific fatty acid, trans 10-hydroxy-2-decenoic (10-
HDA), minerals, amino acids and vitamins. So far, no research on antibacterial activity
of RJ and its ethereal (EE) and defatted extracts (DE) on bacteria causing superficial
infections in humans and bovine mastitis could be found in the literature. Thus, the aim
of this work was to study the antibacterial activity of such an important product of the
hive in order to broaden the spectrum of bioactivity.

The JR samples were obtained from different ecological regions in Argentina
called Regional (RJ R), Norte Grande (RJ NG), Corrilobo (RJ C) and La Pampa (R}
LP) which were analyzed by physicochemical tests determining its purity; the EE and
DE were obtained from freeze-dried samples using a Soxhlet extractor. The bioactivity
was evaluated by determining Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by tube
dilution methods, agar diffusion methods and broth microdilution methods on bacterial
strains of Enterococcus isolated from superficial infections in humans, Streptococccus
and Staphylococcus isolated from bovine mastitis and Gram negative bacteria isolated
from both infections. The genus Staphylococcus was more sensitive to RJ samples with
respect to the other groups of bacteria (Enterococcus sp., Streptococcus sp. and Gram
negative bacteria). The RJ samples showed variability in its antibacterial activity being
RJ C and RJ NG more active than the samples RJ R and RJ LP. The EE exerted greater
antibacterial activity than the ED. Separation of the components of the EE of RJ NG
and the EE of the RJ C by thin layer chromatography showed the presence of 4 bands
with different Rs. Bioautography analysis showed that the components with higher
polarity showed antibacterial activity. Finally, the active lipidic fraction (ALF) of EE of
RJ C was obtained by column chromatography. The ALF was analyzed by gas
chromatography showing a clean spectrum that revealed a single component whose
retention time coincided with that of 10-HDA. The bioactivity of the ALF and the 10-
HDA was assessed individually determining the MIC by broth microdilution methods
on Gram positive and Gram negative bacteria. The Gram positive bacteria were
sensitive to the ALF and the 10-HDA and the Gram negative bacteria were resistant to
both compounds.

These results provide the first evidence of the use of royal jelly and its lipid
extract as antibacterial agents against bacteria causing superficial infections in humans
and bovine mastitis and indicate the high sensitivity showed by these bacteria to natural
products. Thus, we propose the use of royal jelly and / or its lipid extract as natural
alternative treatment of superficial infections in human and bovine mastitis.
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Introduccion

1. Resistencia a antimicrobianos

Debido a su gran capacidad de adaptacion, las bacterias pueden desarrollar
resistencia frente a los antibi6ticos. Se entiende por resistencia al mecanismo mediante
el cual la bacteria puede disminuir o evitar la accién de los agentes antimicrobianos.
Desde un punto de vista practico una bacteria es sensible a un antibiético cuando éste es
eficaz frente a ella y es capaz de curar la infeccion; por el contrario, es resistente cuando
su crecimiento sélo puede ser inhibido a concentraciones superiores a las que el farmaco
puede alcanzar en el lugar de la infeccion (Cordiés Jackson y col., 1998).

Existe una resistencia natural o intrinseca que es una propiedad especifica de las
bacterias y su aparicion es anterior al uso de los antibidticos; ocurre cuando la bacteria
carece de diana (estructura o mecanismo bioquimico necesarios para la multiplicaciéon
o supervivencia) para un determinado antibiético, como por ejemplo la falta de pared
celular en especies de Mycoplasma en relacion con los antibiéticos B-lactamicos. Por
otro lado, la resistencia adquirida es la realmente importante desde el punto de vista
clinico: se debe a la modificacion de la carga genética de la bacteria que puede aparecer
por una mutacién cromosomica espontinea (que puede ir seguida de un proceso de
seleccion de las mutantes resistentes, por ejemplo a rifampicina o macrolidos), o por
mecanismos de transferencia genética mediada por plasmidos, transposones o
integrones, que pueden ser transferidos de una bacteria a otra.

Una cepa bacteriana puede desarrollar varios mecanismos de resistencia frente a
uno o varios antibidticos y, del mismo modo, un antibidtico puede ser inactivado por
distintos mecanismos por diversas especies bacterianas. Las cepas resistentes se hacen
predominantes por la presion selectiva de los antibidticos que eliminan a las bacterias
sensibles, no estando implicados solamente los antibidticos utilizados en medicina
humana, sino también aquellos empleados en medicina veterinaria.

Las bacterias adquieren resistencia a los antibidticos desarrollando mecanismos
que le impiden ejercer su acciéon. Los mecanismos de resistencia de las bacterias son

fundamentalmente tres:

& Inactivacion del antibidtico por enzimas: La bacteria produce enzimas que inactivan

al antibidtico; las mas importantes son las B-lactamasas que son serina proteasas que
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hidrolizan el anillo B-lactdmico de la penicilina. Muchas bacterias las producen, como
por ejemplo los estafilococos. En las bacterias Gram positivo suelen ser plasmidicas,
inducibles y extracelulares y, en las bacterias Gram negativo, son tanto de origen

plasmidico como mediadas por transposones, ya sean constitutivas o periplasmicas.

& Modificaciones bacterianas que impiden la llegada del antibidtico al sitio diana:
Las bacterias producen mutaciones en las porinas de la pared celular que impiden la
entrada de ciertos antibi6ticos (como por ejemplo los B-lactdimicos) o que alteran los
sistemas de transporte (por ejemplo los aminoglucésidos en los microorganismos
anaerobios). En otras ocasiones pueden provocar la salida del antibi6tico por un
mecanismo de expulsion activa, impidiendo que éste se acumule en cantidad suficiente

como para por poder actuar eficazmente.

% Alteracion por parte de la bacteria de su sitio diana: esto impide o dificulta la
accion del antibidtico. Aqui podemos contemplar las alteraciones a nivel de la ADN
girasa (resistencia a quinolonas), del ARNr 23S (resistencia a macrdlidos) y de las
enzimas PBPs (proteinas de uni6n a penicilina) necesarias para la formacion de la pared
celular y situadas en la membrana citoplasmatica de las bacterias (resistencia a
antibidticos B-lactamicos). Este ltimo ejemplo hace referencia a la presencia del gen de
resistencia a meticilina, mecA, que codifica para la produccién de una proteina alterada
de unién a penicilina (PBP2a) y que posee una baja afinidad por los antimicrobianos f-
lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenems) (Lowy, 1998; Scott Weese y van
Duijkeren, 2010).

El uso erréneo o innecesario de antimicrobianos constituye uno de los gastos
mas importantes de estos farmacos en el ambito extrahospitalario y potencia la
aparicion de cepas resistentes a los antibidticos de uso asiduo. El consumo (uso y/o
abuso) de los antibidticos influye en la generacion de resistencias, no sélo en las
bacterias patogenas, sino también en las saprofitas y oportunistas {Daza Pérez, 1998).

Durante la década del setenta (siglo XX), los investigadores se vieron forzados a
abandonar su creencia de que, debido a la existencia de una amplia variedad de agentes
antimicrobianos efectivos, todas las infecciones bacterianas eran tratables. Su

optimismo fue desplazado por la aparicién de resistencia multiple a antibidticos de
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patégenos tales como Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa 'y Mycobacterium tuberculosis. La evolucion del incremento de la
resistencia de especies bacterianas a los antimicrobianos, surge de una multitud de
factores que incluyen el extenso y a veces inapropiado uso de sustancias
antimicrobianas, la utilizacion de estos agentes como mejoradores del crecimiento en
alimentacién animal y la relativa facilidad con la cual estas bacterias resistentes a los
antimicrobianos cruzan barreras geograficas debido al aumento de los viajes regionales
e internacionales (Lowy, 2003).

El problema de la multiresistencia bacteriana se agrava con el pasar del tiempo si
se considera que investigaciones, tanto clinicas como epidemiolégicas, han demostrado
que cada vez son menores las barreras que impiden la transferencia de genes de
resistencia entre los microorganismos patogenos, inclusive entre bacterias
pertenecientes a géneros y familias diferentes, como asi también la transferencia
horizontal de bacterias resistentes de los animales al hombre y viceversa (Miller y
Bartlett, 2004). Debido a que el uso de los antibidticos se ha extendido desde hace mas
de cincuenta afios, las bacterias han ido desarrollado una resistencia progresiva
ocasionando un importante problema de salud en todo el mundo (Hsueh y col., 2005).
La resistencia adquirida a los antimicrobianos en bacterias es una amenaza cada vez
mayor para los seres humanos, asi como también para los animales (Bengtsson y col.,
2009). En consecuencia, continuamente se realizan esfuerzos cientificos para estudiar y
desarrollar nuevos compuestos con accién antimicrobiana, que no sean contaminantes y
distintos de la terapia antibidtica convencional, tal como la jalea real o sus componentes
activos, que son el tema de investigacion del presente trabajo de Tesis Doctoral donde
se propone utilizarlos como una alternativa de tratamiento, por ejemplo, contra los
microorganismos causantes de infecciones superficiales en seres humanos y de mastitis

en bovinos.

2. Sustancias naturales con actividad antimicrobiana

En los ultimos afios se ha presenciado un renacimiento de productos naturales
tradicionales en medicina y en conservacion de alimentos y cosméticos. Hay un interés

creciente en los productos naturales, debido a su disponibilidad, menores efectos
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colaterales y baja toxicidad asi como también mejor biodegradabilidad, cuando se
comparan con aquellos antibifticos y conservantes sintéticos (Kalemba y Kunicka,
2003). Estos incluyen cepas probioticas (Reid, 2001; Petti y col.,, 2008), nuevos
compuestos organicos (Hoellman y col., 2002), péptidos (Yau y col., 2001), extractos
de plantas (Tereschuk y col., 2004; Chomnawang y col., 2009; Gonzalez y Marioli,
2010), aceites esenciales de plantas (Halcon y Milkus, 2004; Gonzélez y Marioli, 2010),
alimentos naturales como el kéfir (Leite Rodrigues y col., 2005), 1a miel (Basualdo y
col., 2007; Molan, 2002), el propoleo (Sawaya y col., 2004) y la jalea real
(Ratanavalachai y Wongchai, 2002; Eshraghi, 2005).

Actualmente, existe una demanda creciente por nuevas sustancias con capacidad
antimicrobiana, principalmente debido a los problemas de resistencia a los antibioticos
de uso extendido. Desde este punto de vista, tanto los hongos como las bacterias han
sido estudiados como fuentes de nuevos antibiéticos. Sin embargo, hace muy poco
tiempo que los insectos, uno de los grupos mas diversos y numerosos de organismos
eucariotas del planeta, comenzaron a ser investigados en relacidn con sustancias
antimicrobianas (Fontana y col., 2004; Holden, 1989). A pesar de que no poseen un
sistema inmunitario basado en linfocitos, los insectos son capaces de eliminar
efectivamente a las bacterias, ain adquiriendo inmunidad transitoria (Boman, 1991;
Boman, 1995; Bullet y col.,, 1999; Zasloff, 1992). Esto sugiere la existencia de
compuestos con potente actividad antimicrobiana producidos por ellos, lo que hace
atractivo al sistema inmune de los insectos para la investigacion y el desarrollo de
nuevas medicinas basadas en dicha actividad (Fontana y col., 2004). Entre los insectos
productores de sustancias antimicrobianas, se esta estudiando a las abejas, debido a que
desde hace muchos afios se sabe que los productos elaborados por ellas (miel, jalea real,
propoleos, apitoxina y cera) poseen propiedades beneficiosas para la salud (Basualdo y
col.,, 2007; Eshraghi, 2005; Mendizabal, 2005; Molan, 2002; Ratanavalachai y
Wongchai, 2002; Sawaya y col., 2004).

3. Las abejas

Las abejas meliferas son insectos sociales que solo pueden sobrevivir como

miembros de una comunidad, llamada colonia, nido o colmena. Se estima que se
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originaron de avispas cazadoras durante el periodo Cretaceo (entre 74 y 146 millones de
afios atras).

Antiguamente fueron llamadas “mieliferas o meliferas” (que llevan miel) pues se
crefa que las plantas producian la miel y las abejas las transportaban a la colmena.
Estudios posteriores demostraron que la abeja produce la miel a partir del néctar de las
flores, por lo que el término mas correcto seria “melifica” (que produce miel). Sin
embargo atn se las sigue identificando con la primitiva denominacién (Mendizabal,

2005).

3.1. Clasificacion taxonémica

La Tabla 1 muestra la clasificacién taxondmica de las abejas

Tabla 1: Clasificacion taxondmica de las abejas

Reino Animal

‘Subreino Metazoarios

Divisibn Artizoarios

Rama | Artropodos

Clase & Insectos

Orden i Himenépteros

Familia ' Apidos

Género Apis

Especie mellifera o mellifica (L)
Nombre cientifico Apis mellifera o mellifica (L)

3.2. Las razas apicolas mds importantes

Hay muchas especies de abejas pero s6lo cuatro de ellas son melificas: las
asiaticas Apis florea, Apis indica y Apis dorsala, y la abeja Apis mellifera. Esta ultima
es la mas desarrollada en la apicultura, probablemente originaria de Africa o Europa y
fue introducida en América durante la colonizacion europea. También habita en

Australia, Nueva Zelanda, Japén y China. Como su adaptacion fue diferente en cada
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zona, se generaron distintas subespecies, comunmente liamadas razas, las que presentan
ventajas y desventajas para la apicultura.

La raza italiana es la de mayor interés economico para los apicultores de todo el
mundo. También son apreciadas entre los productores las razas caucasica y carniola. En
Argentina también esta difundida naturalmente la llamada raza negra o criolla originada
a partir de abejas traidas de Espafia y Alemania a mediados del siglo XIX. Otras razas
son Chipriota, Macedonia, Siciliana, Sirias, etc. Hay razas como la Buckfast, que fueron
desarrolladas por cruza, para combinar mejores propiedades de adaptabilidad,
produccién y mansedumbre. Existen por lo menos once razas de abejas africanas. Todas
ellas son adaptaciones genéticas de la especie Apis mellifera a diversas geografias

(Mendizabal, 2005).

3.3. La colmena

El hogar de las abejas se denomina colmena y estd compuesta por tres castas
diferentes: una sola abeja reina (hembra fértil), los zdnganos (machos) y las abejas
obreras (hembras estériles) (Figura 1). Estas castas estdn asociadas a diferentes
funciones en la colonia; cada una posee sus propios instintos especiales respecto a las
necesidades de la comunidad (Cruzado y col., 2007). En primavera y verano, sélo las
abejas obreras mas viejas (entre el 30 y 40% de la poblacion) se encargan de pecorear
(recolectar los alimentos de las flores). Las restantes trabajan dentro de la colmena, en
su mayoria alimentando a las crias. En invierno, salvo dias excepcionalmente calidos,
no salen a recolectar. Tampoco tienen crias para alimentar.

Como la reina es la Gnica hembra de la colmena que queda fecundada por los
zanganos, es por ende la Uinica madre de futuras reinas criadas para reemplazarla, de los
zanganos y de las abejas obreras (hembras con 6rganos sexuales atrofiados, por lo que
no pueden ser fecundadas). Los zanganos (los machos de la colmena) nacen de huevos
de la reina no fecundados (esto se denomina “partenogénesis”, que significa “nacido de
virgen”). A veces, por ausencia de reina e imposibilidad de crear una nueva reina en
reemplazo, algunas obreras también ponen huevos no fecundados de zanganos. Los

zanganos no fecundan a la reina de la misma colmena, ya que éstos son sus propios
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hijos y, si la fecundasen, habria endocrias perniciosas con incremento de defectos

observados en las descendencias (Mendizabal, 2005).

Figura 1: Las diferentes castas de la colmena de abejas

Fuente: www.carlospachas.blogspot.com

Las abejas obreras superan siempre en namero, con gran diferencia, a los
zanganos. En primavera, en una colonia de zona templada, el nimero de obreras varia
entre 8.000 y 15.000 y a comienzos del verano, puede llegar a ser superior a 80.000.
Aunque carecen de la capacidad de aparearse y reproducirse, las obreras segregan cera,
construyen el panal, recogen néctar, polen y agua, transforman el néctar en miel,
producen la jalea real (alimento de la abeja reina, como veremos mas adelante), limpian
la colmena y, en caso de necesidad, la defienden (Expo Ciencia, 2002).

El polen es la principal fuente de proteinas, grasas, minerales y vitaminas de las
abejas, principios alimenticios esenciales para el crecimiento y desarrollo de las tres
castas. Las abejas adultas pueden subsistir a base de miel o azicar, una dieta de
carbohidratos puros. Ademdas de recolectar y almacenar alimento para todos los
miembros de la comunidad, las obreras son las responsables de defender la colonia y de
mantener la zona de puesta a 34 °C, temperatura 6ptima para la incubacion de los

huevos y el desarrollo de las crias. Durante las tres primeras semanas de vida adulta, las
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obreras dedican sus labores a construir el panal, limpiar y pulir las celdas, alimentar a
las larvas y a la reina, controlar la temperatura, evaporar el agua del néctar hasta que
toma la consistencia de una miel espesa y otras muchas y variadas tareas. Al final de
este periodo trabajan como recolectoras y defensoras de la colonia. El zangano carece
de aguijon y de defensa alguna; no tiene cestillo para el polen ni glandulas productoras
de cera, y no puede segregar jalea real. Su unica funcion es aparearse con las nuevas

reinas (Vit, 2004).

3.4. La abeja reina

Un apicultor inglés, Butler, fue el primero entre los escritores apicolas que hizo
publico, en 1609, en su libro “Monarquia femenina”, que el rey de las abejas era
realmente una reina, porque €l la habia visto aovar (Mendizabal, 2005).

La abeja reina nace de un huevo exactamente igual al de las obreras; las larvas
de la abeja reina son alimentadas con jalea real (igual que las de las obreras y zanganos)
los tres primeros dias de vida. A partir de entonces, a las futuras obreras y zanganos se
les cambia la dieta (polen y néctar o miel), mientras que las abejas obreras siguen
alimentando a la futura reina con jalea real, el que sera su alimento exclusivo durante
toda su vida (Figura 2). La diferencia en la administracion de tan extraordinario
alimento hace que la abeja reina tenga un ciclo evolutivo, es decir, un desarrollo fisico,

una capacidad genética y una longevidad claramente diferenciada (Mendizabal, 2005).

Figura 2: Larvas de abejas reinas creciendo en jalea real
Fuente; www.wikipedia.org/wiki/Jalea_real.es
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La abeja reina posee 6rganos reproductivos altamente desarrollados y procrea
intensamente. En primavera y verano, y en condiciones climaticas normales, la postura
de huevos oscila entre 1.500 y 2.000 huevos por dia. En cambio, las abejas obreras son
estériles porque poseen Organos sexuales atrofiados, justamente debido a la
alimentacion diferencial entre estas y la abeja reina. Desde el punto de vista anatémico,
la reina es muy distinta a los zidnganos y a las obreras. Su cuerpo es largo, con un
abdomen mucho mayor que el de una abeja obrera. Sus mandibulas estan armadas con
afilados dientes cortantes, posee un aguijon curvado y liso que puede usar una y otra
vez en caso de peligrar su vida. La reina carece de las herramientas de trabajo que
poseen las obreras, como cestas para el polen, glandulas que segregan cera y una vejiga
bien desarrollada para la miel (Mendizabal, 2005). La vida de una abeja reina es de
aproximadamente 5 afios, pero a partir del primer afio de vida comienza a disminuir la
postura de huevos. Por el contrario, las obreras tienen una esperanza de vida de tan s6lo

30 a 45 dias (Salazar-Olivo y Paz-Gonzélez, 2005).

3.5. Productos elaborados por las abejas

Las abejas elaboran diferentes productos que son utiles para su subsistencia y
que, ademas, son utilizados por el hombre. Entre ellos se encuentran la apitoxina
(veneno de las abejas), cera, propoleo, miel y jalea real. A continuacién se incluyen

algunas de sus caracteristicas y usos:

& La apitoxina: Es el veneno que las abejas obreras generan para defenderse cuando
creen peligrar su colmena y, en segundo orden, cuando corre riesgo su vida. Es un
liquido acido y transparente; el 50% de su principio téxico es un péptido denominado
melitina. Es muy utilizado por el hombre porque, empleado convenientemente, es un
remedio curativo y profilictico que actia sobre un O6rgano aislado, sobre una
enfermedad determinada o sobre el conjunto del organismo (por ejemplo en las

afecciones reumadticas).

& La cera: Es una sustancia segregada por glandulas situadas en el vientre de abejas

obreras que ellas producen para fabricar el panal y para cerrar y reparar las celdas.
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Basicamente, es acido cerdtico con pequefias inclusiones de acide palmitico, que
quimicamente se puede descomponer en miricina, cerina y ceroleina. Es utilizada por el

hombre para conformar panales de cera estampada artificiales, moldes, velas, etc.

% Fl propoleo: Es una sustancia resinosa que las abejas extraen de arboles y mezclan
con cera para proteger a la colmena. Lo utilizan para cerrar fisuras y rajaduras de la
colmena, para soldar panales entre si y las paredes, para cubrir superficies y evitar asi
diferentes contaminaciones. Es considerado un antibiético natural por sus propiedades
bactericidas y bacteriostaticas; es utilizado en veterinaria en mastitis de bovinos. El
hombre lo utiliza en barnices, como ingrediente de golosinas dietéticas, cremas y

jabones (Mendizabal, 2005).

& La miel: Es una sustancia viscosa y dulce elaborada por las abejas obreras a partir
del néctar de las flores o de exudaciones de otras partes vivas de las plantas, que dichas
abejas recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias y
almacenadas en los panales, donde madura hasta completar su formacién (Coédigo
Alimentario Argentino, 2010a). La miel posee propiedades, que pueden ser nutritivas,
bioldgicas y terapéuticas. Ha sido utilizada con éxito en el tratamiento de heridas y
quemaduras, observandose que a diferencia de otros antisépticos topicos que dafian los
tejidos, la miel estimula el desarrollo de las células epiteliales, disminuye la inflamacién
y favorece la cicatrizacion (Gonzélez y Del Dedo Torre, 2004). La miel como remedio
terapéutico fue descubierta por nuestros antepasados de forma empirica y fue utilizada
para tratar las heridas infectadas antes de que las bacterias fueran descubiertas como la
causa de las infecciones. Los diferentes aspectos de las propiedades antibacterianas de
la miel han sido revelados recientemente (Molan, 1999) y se ha determinado que la miel
tiene un efecto inhibitorio sobre unas 60 especies bacterianas, incluyendo
microorganismos aerobios y anaerobios, Gram positivo y negativo (Molan, 1992).
Existen dos clases de agentes antibacterianos o también llamados “inhibinas” en la miel;
uno de ellos es el peréxido de hidrogeno (H,0,), sensible a la luz y al calor, el cual es
producido enzimaticamente (White y col., 1963). El otro agente antibacteriano se
denomina no-peroxido, el cual no es sensible a la luz y al calor y permanece intacto

después del almacenamiento de la miel por largos periodos (Bogdanov, 1997; Bunting,
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2001). Estos factores no-perdxidos se asocian a componentes fitoquimicos, es decir a
componentes quimicos de las plantas tales como: terpenos, alcohol bencilico, 4cido 3,5-
dimetoxi-4-hidroxibenzoico, entre otros (Allen, 1991). Segin Molan (Molan, 2000;
Molan, 2001) la principal actividad antibacteriana de la miel es debida al peréxido de
hidrégeno producido a partir de la oxidacion de glucosa en presencia de la enzima
glucosa-oxidasa, secretada por la glandula hipofaringea de la abeja en el néctar para
asistir a la formacion de miel. Existen ademas otros factores antibacterianos a tener en
cuenta, entre ellos: el efecto osmdtico (la miel presenta un elevado contenido de
azucares), la acidez (bajo pH), los componentes adicionales, como lisozima, flavonoides

y sustancias volatiles (Bogdanov, 1984; Dustmann, 1979).

& La jalea real: Es una secrecién nutritiva producida por el sistema de glandulas
cefalicas (hipofaringeas y mandibulares) de abejas obreras (Apis mellifera L.)
involucrada en la determinacion sexual y en la longevidad de la abeja reina (Antinelli y
col., 2002). Es una secrecion de consistencia cremosa, blanco-amarillenta, acida, con
olor y sabor ligeramente picantes (Fontana y col., 2004) (Figura 3). La jalea real es
parcialmente soluble en agua y altamente acida (pH 3,4-4,5) debido a la presencia de
una gran cantidad de 4cidos y con una densidad de 1,1 g/mL (Lercker, 2003).

Como la jalea real es el tema central del presente trabajo de Tesis Doctoral, a

continuacion se ampliara la informacion acerca de la misma.

4. La jalea real

Como se explicd anteriormente, en la colmena, la jalea real es el alimento de las
larvas de abejas obreras y zdnganos hasta su tercer dia, pero es el alimento exclusivo de
las larvas de abejas reinas y de las reinas adultas durante toda su vida. Es por esto que se
considera a la jalea real como la principal causa de las significativas diferencias
morfologicas y funcionales entre la reina y las abejas obreras (Chen y Chen, 1995;

Peixoto y col., 2009).
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Figura 3: Jalea real virgen

Fuente: www.apicolabalcarce.com.ar

4.1. Composicion

La composicion de la jalea real es variable, dependiendo del estado fisiolégico y

metabdlico de las abejas obreras, de la estacion y de la region geografica. El polen es el

principal precursor de la jalea real. El polen contiene una gran variedad de sustancias

(proteinas, glucdsidos y sus derivados) y diferentes tipos de metabolitos secundarios. La

composicion de la jalea real se correlaciona significativamente con el origen botanico

de la materia prima natural (Bonomi y col., 1986).

Desde el punto de vista quimico, la jalea real estd compuesta por agua, proteinas

caracterizadas por poseer un alto valor bioldgico, carbohidratos, lipidos como el acido

graso especifico trans 10-hidroxi-2-decenoico (10-HDA, por sus siglas en inglés) que

también posee un alto valor bioldgico, minerales, aminoacidos libres y vitaminas

(Simuth, 2004). La fructosa y la glucosa en conjunto representan el 90% de azucares

totales, mientras que el contenido en sacarosa varia considerablemente de una muestra a

otra. Otros azucares como maltosa, trehalosa, melobiosia, ribosa y eritrosa, estan

presentes en bajas cantidades (Lercker, 1986).

Ademas, es una excelente fuente de vitaminas del complejo B, como riboflavina

(vitamina B2), tiamina (vitamina B1) y en particular icido pantoténico (vitamina BS)

que es el mas abundante. Posee también acido félico, vitamina E y 4cido nicotinico

(vitamina PP). Contiene también los minerales, en orden decreciente: K, Na, Zn, Fe, Cu

y Mn (Mendizabal, 2005). La jalea real posee todos los aminoacidos esenciales para el

ser humano. Se han identificado 29 moléculas que incluyen aminoacidos y sus

derivados, de los cuales los mas importantes son el acido aspartico y el acido glutamico.

También estan presentes una serie de enzimas, como por ejemplo glucoxidasa, fosfatasa
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y colinesterasa (Chen y Chen 1995). Las diferencias en el contenido de acidos grasos,
aminodacidos, nucleétidos, hormonas y vitaminas juegan un importante papel en la
diferencia del desarrollo de las abejas obreras y la reina (Lercker y col., 1984; Stocker,

2003).

4.2. Definicion de jalea real segun el Cédigo Alimentario Argentino

“Con la denominacién de jalea real, papilla real o leche de abeja, se entiende el
alimento de la larva de la abeja reina hasta el tercer o cuarto dia de vida, constituido por
la secrecion de las glandulas de la cabeza de abejas jovenes (5-15 dias de vida). Se
presenta como una masa viscosa, de aspecto lechoso, color amarillo palido, sabor

ligeramente 4cido y olor caracteristico” (Cédigo Alimentario Argentino, 2010b).

Las exigencias del Codigo Alimentario Argentino (CAA) con respecto a las

propiedades fisicoquimicas de la jalea real virgen y liofilizada se resumen en la Tabla 2.

Tabla 2: Exigencias del CAA con respecto a las
propiedades fisicoquimicas de jalea real virgen y liofilizada

Caracteristicas Jalea real vir'gejr | Jalea real liofilizada
Humedad, secado 12 h a 70 °C 60-70% - 5-10%
pH, solucién al 5 % (p/v) a 20 °C 3,4-4,5 NC
Indice de acidez (mg KOH) 23-48 NC
Proteinas, N x 6,25 11-15% 27-40%
Azicares reductores, como glucosa 10-15% 11-26%
Sacarosa, maximo 5% 10%
Relacion azicares reductores/proteinas 0,8-1,2 NC
Lipidos totales 5-7% 10-35%
Lipidos acidos 4,3-5% NC
Cenizas, a 500 °C 0,8-1% = - - 2-5%
Fosforo, como P 150-250 mg/100 g 1.800-3.500 mg/100 g

Nota: NC: valores No Contemplados por el CAA
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4.3. Forma de produccion

La recoleccién o cosecha de jalea real se puede realizar de varias formas, uno de
los métodos comiunmente utilizados consiste en dejar huérfana una colmena fuerte
durante 3 a 4 dias y agregarle una cria muy joven para que, con el deseo de crear nuevas
reinas, las nodrizas segreguen jalea real para alimentarlas. Al término de estos dias se
quitan los cuadros con las celdas reales y se recolecta la jalea. Para ello se retira la larva
de cada celda con una pinza y se extrae la jalea real celda por celda con una manguera
conectada a una bomba de vacio, lo que representa un arduo trabajo manual. Para
mantener la produccion, es necesario introducir cuadros con cria abierta periédicamente
o devolver la reina de la colonia y rotar la extraccién con otras colmenas. Se requiere de
la filtracién para retener los restos de las larvas. Se puede obtener una produccion de
500 g/colmena; para ello se requiere de ciertas condiciones que el apicultor debera tener

en cuenta:

v" El medio ambiente adecuado para la vida de las abejas, sin los riesgos de mortalidad
(por ejemplo, plaguicidas).

v" Posibilidad de una constante y continua presencia de polen y néctar de las flores.

v" Disponer de colmenas fuertes con reinas jovenes, bien pobladas de abejas obreras

(Mendizabal, 2005).

4.4. Propiedades farmacoldgicas de la jalea real

En un principio, la jalea real fue utilizada porque se observaba un efecto de
rejuvenecimiento en el ser humano. Ademas, los consumidores de jalea real, afirmaban
que la misma resolvia la mayor parte de sus problemas de salud, en muchos casos,
enfermedades cronicas, para las que otros tratamientos no habian dado lugar a
resultados deseados, considerando a los obtenidos a partir de la jalea real casi
milagrosos. La jalea real debe administrarse por via oral durante 1-2 meses y dejarla
tiempo suficiente para fundir bajo la lengua en dosis de 200 - 500 mg por dia; de ésta
manera sirve como un ténico y estimulante, con un efecto de euforia en los seres

humanos de buena salud. No hay pruebas de que los efectos sean atribuibles exclusiva
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- o principalmente a la jalea real. La ingesta de jalea real, por lo general, esta asociada
con una sensacion de bienestar general (Mendizébal, 2005).

Ademas de sus propiedades nutritivas por excelencia, se ha demostrado que la
jalea real también posee una variada accion farmacolégica en experimentos in vivo € in
vitro, que incluyen vasodilatacién y actividad hipotensiva, incremento en la velocidad
de crecimiento, accién desinfectante, actividad antitumoral, actividad
antihipercolesterolémica, actividad antiinflamatoria (Nagai e Inoue, 2004; Salazar-Olivo
y Paz-Gonzales, 2005) y accién antimicrobiana. (Fontana y col., 2004; Melliou y
Chinou, 2005; Fujiwara y col., 1990; Hornitzky, 1998; Eshraghi, 2005; Bilikova y
Simuth, 2001; Bachanova y col., 2002; Ratanavalachai y Wongchai, 2002).

Los multiples efectos de la jalea real ofrecen una multitud de posibles campos de
aplicacion en medicina y farmacia. La actividad antioxidante de muestras de jalea real
fue comparable a las de propdleos y miel (Nagai y col., 2001). Debido a la capacidad de
eliminacién del radical anién superoxido, la jalea real se puede utilizar como
antioxidante, como antiinflamatorio y en la cicatrizacion de las lesiones cutaneas (Fujii
y col.,, 1990). La jalea real contiene factores de crecimiento que promueven el
crecimiento de células de insectos, asi como también se ha demostrado que posee
accion comparable a la de la insulina sobre adipositos de raton (Salazar-Olivo y Paz-
Gonzales, 2005). En tratamientos con jalea real se observo el aumento de los niveles de

glébulos rojos, glébulos blancos y de plaquetas (Stocker, 2003).

4.5. Usos de la jalea real

&% Como ingrediente de productos alimenticios: Probablemente el uso mas comuin de
la jalea real sea como ingrediente en una mezcla de 1 - 3% con miel. Entre las ventajas
de este producto se encuentran la facilidad de produccién, que no requiere ninguna
tecnologia especial, y la capacidad de la miel de enmascarar cualquier cambio en la
apariencia visible en la jalea real. El producto final es agradable al gusto y posee los
efectos beneficiosos de ambos productos. No hay informacion sobre la preservacién de
jalea real en esta formulacion. Sin embargo, se recomienda que se almacene en
condiciones de refrigeracion. Otro de los alimentos a veces enriquecido con jalea real en

algunos paises europeos es el yogur, el cual tiene una acidez similar y también debe
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conservarse refrigerado. Una variedad de suplementos vitaminicos y de jugos de frutas
estan fortificados con jalea real liofilizada y, la misma es, ademdas, ampliamente

utilizada en la preparacion de bebidas.

& Como ingrediente de productos farmacéuticos: Esta categoria incluye diferentes
tipos de suplementos dietéticos. Sin embargo, para su produccién, se requiere una
tecnologia mas avanzada y un mayor control y garantias sobre la calidad del producto.
Por las mismas razones, muchas de estas formulaciones se obtienen a partir de jalea real
liofilizada. Lamentablemente, no siempre el precio de estos productos refleja las
caracteristicas inherentes, de manera que, a menudo, se venden a precios mucho mas
altos que su valor real. La jalea real es generalmente incluida en formulaciones
farmacéuticas para obtener efectos estimulantes, pero también se utiliza para resolver
problemas concretos de salud, como tratamiento de la hipertensiéon por su accion
vasodilatadora. La jalea real no debera utilizarse nunca como un sustituto de
medicamentos, a menos que el tratamiento con jalea real haya sido previamente
aprobado por un médico competente. En las formulaciones, la jalea real puede ser el

unico principio activo, o puede encontrarse mezclada con otros productos.

&% Como ingrediente de los productos cosméticos: Excepto en Asia, probablemente el
mayor uso de la jalea real se encuentra en cosméticos, tal es asi que a menudo es
utilizada en preparados dermatologicos, principalmente en la regeneracion de la piel
para lograr efecto refrescante y rejuvenecedor (Figura 4). También se encuentra en la
composicion de cremas y ungiientos para curar las quemaduras y heridas. La cantidad
de jalea real que suele incluirse en las cremas es muy baja, aproximadamente de 0,05 a
1% y, probablemente, en este tipo de preparados rapidamente pierde sus propiedades
benéficas. En la preparacion de las cremas, es muy utilizada la jalea real liofilizada,

debido a la facilidad de su manejo (Murat y col., 2009).
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Figura 4: Productos cosméticos con jalea real

Fuente; www.cosmeticos.name/wp-content/uploads/2010/02/elvive.jpg

4.6. Actividad antimicrobiana de jalea real

La presencia de propiedades antimicrobianas en la jalea real ha sido conocida
durante muchos afios. En la bibliografia existen diversos trabajos que evaltan la
actividad antibacteriana de jalea real. En la mayoria de los trabajos se realiza
purificacion de péptidos y lipidos, estudiando en ellos su actividad antibacteriana
(Stocker, 2003; Yatsunami y Echigo, 1985). Son pocos los trabajos que evalttan dicha
actividad en muestras de jalea real completa. Melliou y Chinou (2005) estudiaron
extractos metandlicos de jalea real y diferentes acidos grasos aislados de la misma,
observando fuerte actividad antibacteriana sobre diferentes bacterias Gram positivo y
Gram negativo y también sobre levaduras. Existen estudios que mencionan la actividad
antimicrobiana de la jalea real contra una variedad de microorganismos, incluyendo
actinomicetes y ciertas especies de hongos y levaduras. El espectro antimicrobiano de la
jalea real difiere significativamente del de las apidaecinas (proteina secretada en la
hemolinfa de Apis mellifera L.) que es altamente activa contra bacterias Gram negativo
(Bilikova y Simuth, 2001). También ha sido descripta la actividad fungicida de la jalea

real sobre varios hongos, en particular, sobre especies de Fusarium (Sauerwald y col.,
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1998). Ademas existen publicaciones que indican la actividad antiviral de la jalea real y
una mayor resistencia a infecciones virales en ratones tratados con jalea real (Krell,
1996).

En nuestro laboratorio se han llevado a cabo estudios de actividad antibacteriana
de muestras de jalea real de diferentes regiones ecoldgicas de Argentina. En ellos, se
pudo observar que las muestras inhibieron el desarrollo de bacterias tanto Gram positivo
como Gram negativo, algunas de ellas aisladas de infecciones superficiales en seres

humanos y de mastitis en bovinos (Garcia y col., 2010).

4.6.1. Proteinas y péptidos de jalea real con actividad antimicrobiana

Una gran parte de la jalea real corresponde a las proteinas, las que forman
aproximadamente el 50% de su masa seca. Las principales proteinas de la jalea real
corresponden a una gran familia de proteinas (MRJPs), denominadas actualmente
“apalbuminas”, que implican el 90% del total de las proteinas con pesos moleculares de
49-87 kDa (Simuth y col., 2004). La parte minoritaria de las proteinas de la jalea real
esta compuesta por proteinas y péptidos con diferentes funciones, incluyendo
propiedades antibacterianas y antifingicas. El papel de las proteinas en la actividad
antibacteriana de la jalea real fue descripto para bacterias y hongos (Sauerwald y col.,
1998; Stocker, 2003; Fujiwara y col., 1990; Bilikova y Simuth, 2001; Bilikova y col.,
2002). Fujiwara y col., en 1990, identificaron en la jalea real una proteina formada por
51 residuos de aminoacidos, con un peso molecular calculado de 5,5 kDa, denominada
“royalisina”. La misma ejerce una potente actividad antibacteriana a bajas
concentraciones. La royalisina posee un espectro antimicrobiano mds estrecho con
respecto a la jalea real nativa, inhibiendo la primera fuertemente sélo a bacterias Gram
positivo tales como Lactobacillus helveticus, Bifidobacterium adolescentes 'y
Eubacterium aerofacience, entre otras. En contraste a la royalisina, la jalea real nativa
también exhibié efectos inhibitorios sobre bacterias Gram negativo, tales como
Escherichia coli y Salmonella typhimurium. La royalisina podria estar involucrada en
un sistema de defensa activo de las abejas meliferas contra la invasion bacteriana. Es
posible que, conservada de una manera conveniente, la royalisina podria producir un

efecto similar en seres humanos. Esta proteina pertenece a la familia de péptidos
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antibacterianos de insectos, las defensinas, que son muy activos contra un amplio
espectro de bacterias Gram positivo (Fontana y col., 2004; Bachanova y col., 2002).
Existe también en la jalea real, una familia de cuatro péptidos antimicrobianos:
las “jelleinas”, que presentan un amplio espectro de actividad contra bacterias Gram
positivo y Gram negativo, asi como también sobre levaduras. Estos péptidos son activos
contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus saprophyticus, Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.
Las jelleinas y royalisina juntas, en virtud de su complementariedad, parecen ser parte
de un sistema inmune permanente de la jalea real que provee a las abejas de un amplio

espectro de proteccion antimicrobiano (Fontana y col., 2004).

4.6.2. Acidos grasos de jalea real con actividad antimicrobiana

Una caracteristica muy importante de la jalea real es su contenido de 4cidos
grasos, que han atraido mucho la atencién de los investigadores debido a sus
propiedades farmacolédgicas (Tani y col., 2009). Aunque los &cidos grasos de la mayoria
de los animales y plantas poseen principalmente de 14 a 20 4tomos de carbono, los de la
jalea real son de cadena carbonada corta, de 8 a 10 atomos de carbono, son 4cidos
grasos libres y usualmente son hidroxi acidos o acidos dicarboxilicos. Estos acidos
grasos son los responsables de la mayoria de las propiedades biolégicas asociadas a la
jalea real (Antinelli y col., 2003).

El principal acido graso presente en la fraccion soluble en éter de la jalea real es
el 10-HDA. La cantidad de este 4cido graso en jalea real pura varia dependiendo del
origen de la misma y de las caracteristicas de la abeja (Garcia-Amoedo y Almeida-
Muradian, 2003). Aun no se ha informado otro producto natural que contenga 10-HDA
como constituyente, por lo que se trataria de un lipido exclusivo de la jalea real. Incluso
ninguin otro producto de la colmena contiene éste acido graso (Genc y Aslan, 1992;
Plettner y col., 1996; Plettner y col., 1998). La concentracion de 10-HDA puede
considerarse como un pardmetro de frescura y de calidad de los productos que contienen
jalea real sirviendo para su control de calidad (Pamplona y col., 2004).

Blum y col., en 1959, mencionaron que el 10-HDA presente en la jalea real seria

el componente responsable de la accién antibiotica. Con respecto a su espectro
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antimicrobiano, se ha informado que inhibe el crecimiento de hongos y de bacterias
Gram positivo tal como S. aureus y Gram negativo tales como E. coli, K. pneumoniae y
P. aeruginosa (Homitzky, 1998; Isidorov y col., 2011; Melliou y Chinou, 2005). La
diferencia que existe entre el espectro antimicrobiano de la royalisina y de la jalea real
nativa, podria explicarse por la presencia en €sta ultima de sustancias tales como el 10-
HDA, los que son completamente eliminados durante el fraccionamiento para la
obtencion de royalisina (Fujiwara y col., 1990).

Existen evidencias que muestran que la jalea real también es efectiva contra
Paenibacillus larvae (Hornitzky, 1998), agente causal de una enfermedad grave que
afecta a las larvas de abejas, denominada Loque Americana. Se ha propuesto que tanto
el pH bajo de la jalea real como su contenido en 10-HDA son factores que pueden
influir en la supervivencia de P. larvae (Schmidt y Buchmann, 1992).

El 10-HDA posee una variada acciéon farmacoldgica, incluyendo actividad
antitumoral, promotor de la produccién de colageno y actividad antibiética (Yang y col.,
2010). Yatsunami y Echigo (1985) demostraron que la actividad antibacteriana sobre B.
subtilis y S. aureus del 10-HDA resulté mas fuerte que aquella correspondiente a otros
acidos grasos que también poseen 10 dtomos de carbono en su estructura quimica.

Los 4cidos grasos y sus correspondientes ésteres son un grupo de moléculas que se
encuentran en la naturaleza y poseen baja o nula toxicidad. La actividad antibacteriana y
antifungica de los acidos grasos, en particular los poliinsaturados, ha sido estudiada
durante varios afios. Se ha demostrado que los acidos oleico y linolénico son
bactericidas para un importante grupo de microorganismos patégenos incluyendo cepas
de S. aureus resistentes a antibioticos (Sado-Kamdem y col., 2009). Se ha informado,
ademas, que los acidos grasos ejercen actividad antibacteriana sobre Listeria sp. y sobre
microorganismos alteradores de alimentos. El modo de accidn de los 4cidos grasos aun
no ha sido bien dilucidado, pero se piensa que la membrana citopldsmica seria su
principal sitio de accion, ya que éstos acidos afectarian la actividad respiratoria a través
de la inhibicién de enzimas involucradas en la captura de oxigeno (Nobmann y ccl.,

2009).
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4.6.2.1. El dcido 10-hidroxi-2-decenoico como pardmetro de autenticidad de jalea real

Teniendo en cuenta las propiedades bioldgicas excepcionales que se le
atribuyen, la jalea real posee un atractivo comercial considerable y, hoy en dia, es
utilizada en muchos sectores, que van desde la industria alimenticia a la farmacéutica y
cosmética. Esto ha dado lugar, entre otras cosas, a la importacién a gran escala en
aquellos paises donde la produccion es insuficiente para satisfacer la demanda interna.
Esto lleva a reforzar las investigaciones cualitativas y cuantitativas de los diferentes
componentes y a la aplicacion de los analisis efectuados sobre jalea real o sobre los
productos, nuevos o tradicionales, que contienen jalea real en su composicién y que se
encuentran disponibles en el mercado (Sabatini y col., 2009).

No existen datos oficiales sobre el mercado de jalea real. Sin embargo, China es
undnimemente reconocida como el lider productor mundial y exportador de este
producto de la colmena, que se vende a precios muy competitivos. La produccion china
de jalea real se estima en 2.000 toneladas por afio (una cantidad que representa mas del
60% de la produccién mundial), las cuales se exportan casi en su totalidad a Japon, el
Reino Unido, Estados Unidos y Europa. Otros paises, como Corea, Taiwan y Jap6n son
importantes productores y exportadores. La jalea real también se produce, en menor
medida, en Europa Oriental y, en menor cantidad, en Europa Occidental. En América,
México es el principal productor de jalea real (Sabatini y col., 2009).

La adulteracion de la jalea real es el problema mas importante para el
aseguramiento de su calidad y autenticidad. El criterio mas importante a tener en cuenta
para detectar adulteracién en muestras de jalea real es la determinacién del 10-HDA,
debido a que es el unico producto natural que posee este lipido, el cual puede utilizarse
como un indicador de autenticidad. Sin embargo, los valores limites del contenido de
10-HDA en jalea real encontrados en la literatura son muy amplios, exigiéndose en
general, un valor superior al 1,4% en muestras frescas y 3,5% en muestras liofilizadas
(Garcia-Amoedo y Almeida-Muradian, 2007; Sabatini y col., 2009). Antinelli y col.
(2003) informan que el contenido de 10-HDA ha sido adoptado como un marcador de la
jalea real y es cominmente utilizado como una medida para evaluar el contenido de

jalea real en otros productos de la colmena.
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5. La apicultura en Argentina

El territorio argentino es muy apto para la apicultura: posee un clima templado,
mucha oferta floral, no hay veranos con lluvias prolongadas, etc., por ello hay buenos
colmenares desde Jujuy a Chubut. Argentina es uno de los principales paises
productores y exportadores de miel. También posee una reputacién reconocida en la
produccién y calidad de jalea real. En este pais la actividad apicola se ha incrementado
notoriamente en los ultimos afios y se han implementado politicas tendientes a
fortalecer el desarrollo del sector, tanto desde el punto de vista comercial como del
cientifico-tecnolégico asociado al mismo.

Una resefia del estado actual y la perspectiva de la apicultura argentina pueden
explicarse en términos de la matriz FODA (Fortalezas, Oportunidades, Debilidades y
Amenazas). Entre las fortalezas se incluyen el clima y la oferta vegetal, la calidad de las
mieles, las instituciones dedicadas a la apicultura, los muy buenos especialistas y
docentes y la capacidad de exportar la mayor parte de la produccién. Entre las
oportunidades se enumeran: incorporacion de valor agregado, elaboracion de productos
orgénicos, polinizacién, incremento de la asociatividad, aprendizaje del comportamiento
de las abejas, diversificacion de la produccion apicola y desarrollo de subproductos,
exportacion de productos agroindustriales con alto valor agregado, incorporacion de
nuevas tecnologias y fomento de la actividad apicola. Las debilidades incluyen la falta
de valoracion de las mieles que se exportan, el desaprovechamiento del mercado
interno, la insuficiente difusién de los trabajos de investigacion, la falta de unificacién
de criterios, la desconfianza en brindar estadisticas, el bajo grado de asociatividad
operativa-comercial entre los apicultores, el incumplimiento de las normas y la mediana
previsibilidad de resultados. Por ltimo las amenazas incluyen que, frente al amplio
crecimiento actual de la apicultura mundial, existiria una baja captacién de estos
mercados en expansiéon (Mendizabal, 2005).

La realizacion de un estudio sobre la jalea real producida en apiarios de
diferentes regiones de Argentina, especificamente orientada hacia su actividad
antibacteriana, contribuiria al conocimiento de uno de los principales productos
apicolas. De acuerdo con la busqueda bibliografica llevada a cabo, hasta la fecha dichos

estudios atin no se habrian realizado en nuestro pais y podrian resultar de utilidad para
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el disefio de nuevos medicamentos siendo particularmente importante este enfoque

debido a la creciente resistencia microbiana a los antibioticos.

6._La apiterapia

Se define como el uso terapéutico y preventivo especialmente utilizando
apitoxinas y también otros productos de la colmena, tales como la miel, el polen, la
jalea real y el propodleo. Aunque se ha dicho que la apiterapia podria utilizarse para
tratar una gran variedad de condiciones y enfermedades, su eficacia alin no esta avalada
por estudios clinicos rigurosos. Los creyentes en esta terapia, han sugerido una amplia
variedad de padecimientos y enfermedades que podrian ser candidatas para ser tratadas
con ella, siendo la mas conocida la terapia del veneno de la abeja para las enfermedades
autoinmunes y la esclerosis multiple. Debido a las propiedades antimicrobianas de la
jalea real, este producto natural podria ser ampliamente utilizado en apiterapia (Stocker,

2003; Yatsunami y Echigo, 1985).

7. Infecciones bacterianas superficiales de piel y de tejidos blandos

La piel es el 6rgano méas grande del cuerpo humano o animal. Es vital en la
homeostasis, ya que es el encargado de la interrelacion e intercambio entre el medio
interno y externo. Actila como una barrera protectora contra la accion de agentes fisicos,
quimicos o bacterianos, pudiendo aislar al organismo del medio que lo rodea,
protegiendo y ayudando a mantener integras a sus estructuras. Esta formada por dos
tejidos que constituyen dos capas sucesivas que son muy diferentes: la epidermis, que es
la capa mas externa y cubre la capa de tejido conectivo, denominada dermis. Cada una
de ellas tiene funciones y componentes diferentes que se interrelacionan para formar asi
lo que se denomina “la primera linea de defensa” (Santamaria Gonzalez y Alvarado
Delgadillo, 2002).

Ciertos factores estan implicados en disminuir el crecimiento bacteriano a nivel
cutaneo. Dentro de ellos se destacan: la sequedad, el pH bajo y las sustancias
inhibitorias (compuestos bactericidas y bacteriostaticos) producidas por la piel. A pesar
de esto, la piel presenta un conjunto de microorganismos que pueden convivir con el

huésped como una flora o microbiota normal, sin causar ningun dafio o enfermedad.
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Por lo tanto, se pueden encontrar diversas especies bacterianas formando parte de la
microbiota normal de la piel (Tabla 3). Las especies microbianas que colonizan la piel
varian dependiendo del sitio del cuerpo en que se encuentren, el grado de humedad y
otros factores, como el pH, la temperatura y la presencia de sebo, acidos grasos y sal.
En condiciones normales se encuentran entre 10° y 10* microorganismos por cm?, sin
embargo, los recuentos pueden aumentar hasta 10° por cm? en las 4reas himedas del
cuerpo, como las axilas y la ingle. La microbiota normal puede actuar como un
inhibidor competitivo de microorganismos patégenos (Dryden, 2009).

Esta microbiota habitual se adquiere con rapidez durante y poco después del
nacimiento y, a lo largo de la vida, cambia su composicién en forma permanente. Tiene
como funcién principal prevenir la colonizacién de otros microorganismos,
potencialmente patogenos, gracias a la producciéon de factores con actividad
antibacteriana (bacteriocinas, colicinas), asi como productos de desecho metabdlico que
junto con la falta de oxigeno disponible impiden el establecimiento y colonizacién de

otras especies de microorganismos (Santamaria Gonzélez y Alvarado Delgadillo, 2002).

Tabla 3: Microbiota normal de piel

Bacterias Gram piisi’tivo ~ Bacterias Gram negativo
Cocos: Bacilos:
Staphylococcus epidermidis Coliformes
Staphylococcus aureus Proteus sp.
Sarcina sp. Acinetobacter sp.

Micrococcus sp.
Streptococcus o hemoliticos
Streptococcus vy hemoliticos
Enterococcus sp.

Bacilos:

Difteroides sp.
Bacillus subtilis
Propionobacterium sp.

Las infecciones bacterianas de la piel y de los tejidos blandos son una de las
presentaciones mas comunes de los pacientes que concurren a los consultorios de
urgencia de los hospitales. Las méas comunes adquiridas en la comunidad incluyen

celulitis, foliculitis, furunculosis e infecciones relacionadas con heridas, muchas de las
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cuales pueden ser tratadas empiricamente con antibidticos orales, tales como las
cefalosporinas, penicilinas resistentes a B-lactamasas o macrolidos. Algunas infecciones
pueden ser clasificadas como complicadas y, a menudo, requieren hospitalizacion,
especialmente en pacientes diabéticos o en aquellos casos en que se ha desarrollado
bacteriemia. En muchos casos, los pacientes pueden sufrir infeccidon grave fulminante
como la fascitis necrotizante que esta asociada con altas tasas de mortalidad. Para estos
casos el tratamiento requiere de un diagnéstico inmediato y normalmente se realiza con
antibioticos por via intravenosa (Jones y col., 2003).

Diferentes bacterias son responsables de la contaminacion y colonizacion de las
heridas o de infecciones clinicas. Los microorganismos, como S. aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, P.
aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae, entre otras, frecuentemente se aislan de las heridas
de la piel en los seres humanos y los animales (Garcia y col., 2010).

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo inmdévil que frecuentemente
coloniza las membranas nasales y la piel humana. Esta bacteria es responsable de la
mayoria de las infecciones superficiales e invasivas de la piel (Han y col., 2009). Las
infecciones mas comunes causadas por esta bacteria son las que afectan al tejido
cutaneo y subcutaneo (lesiones supuradas o abscesificadas), las infecciones de herida
quirurgica, bacteriemia, neumonia, osteomielitis, artritis y la infeccién asociada al
catéter intravascular o sondaje urinario (Lowy, 2003). Existen cepas de S. aureus que
presentan caracteristicas particulares frente al antibiotico B-lactamico meticilina;
clasificando a las cepas S. aureus como sensibles (SASM) o resistentes (SARM) a
meticilina; estas ultimas cepas son las principales bacterias Gram positivo involucradas
en infecciones de piel y del tejido subyacente (Halcon y Milkus, 2004).

La mayoria de las infecciones causadas por S. epidermidis suelen ser adquiridas
en el hospital, como resultado de la contaminacién de un sitio quirirgico por los
microorganismos provenientes de la piel o nasofaringe del paciente o del personal del
hospital (Vuong y Otto, 2002).

Los enterococos son uno de los principales patégenos intrahospitalarios. Aunque
forman parte de la microbiota normal de la piel, del aparato genito-urinario o del tracto
gastrointestinal de individuos sanos y no se les atribuye una elevada virulencia, en el

ambito hospitalario constituyen una de las causas mas importantes de endocarditis,
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bacteriemia, infecciones urinarias e infecciones de heridas. Las especies aisladas con
mayor frecuencia son E. faecalis (80-90%) y E. faecium (5-10%) (Macia y col., 2005).

Los pacientes que sufren de graves quemaduras poseen una gran interrupcion de
la barrera proporcionada por la piel, con una supresiéon simultinea del sistema
inmunolégico. Estas condiciones exponen a las heridas causadas por las quemaduras a
la colonizaciéon bacteriana, lo que puede dar lugar a infeccion, sepsis, fallo
multiorgénico y, posteriormente, la muerte. La infeccion bacteriana es la causa principal
de muerte en pacientes con quemaduras graves y P. aeruginosa es el patégeno maés
frecuentemente aislado de las infecciones de heridas por quemaduras. Esto puede
deberse principalmente a que se trata de un patdgeno oportunista, cuyas necesidades
nutricionales son minimas, por lo tanto persiste en al ambiente durante periodos
prolongados. Ademadas, posee una alta resistencia intrinseca y adquirida a los
antibioticos. Su habitat hospitalario varia y estd intimamente ligado a ambientes
himedos (Barnea y col., 2009). La infeccién con P. aeruginosa es la complicacion mas
seria en los pacientes con quemaduras seguida por las infecciones con K. preumoniae,
E. coli, S. aureus y otros microorganismos patogenos (Altoparlak y col., 2005; Nasser y
col., 2003). Las infecciones por Pseudomonas sp. que son adquiridas en la comunidad
oscilan entre 3-6 %, mientras que las intrahospitalarias se duplican, alcanzando una
frecuencia del 12 % (Basualdo y col., 1996).

Existen estudios que indican la utilizacién topica de plantas medicinales como
agentes antimicrobianos y cicatrizantes de heridas de piel. La ventaja del uso de
antimicrobianos topicos es su habilidad para liberar altas concentraciones locales del
antimicrobiano, independientemente del aporte vascular. Otras ventajas incluyen la
ausencia de efectos sistémicos adversos, y una baja incidencia de resistencia (Ferreira
de Oliveira y col., 2007). Estudios in vitro han demostrado buena actividad microbicida
del aceite esencial del arbol del té sobre cepas de S. aureus causantes de infecciones de
piel (Halcon y Milkus, 2004). Por otra parte, la miel ha sido utilizada desde la
antigiiedad para el tratamiento de algunas enfermedades respiratorias y para la
cicatrizacion de heridas de piel. Se ha propuesto que el efecto cicatrizante de la miel
puede deberse a varias de sus propiedades fisicas y quimicas, tales como su alta
osmolaridad y acidez que contribuyen a su actividad antibacteriana (Basualdo y col.,

2007).
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8. Mastitis bovina

El término mastitis deriva de las palabras griegas “mastos”, que significa
“pechos” e “itis” que quiere decir “inflamacién de”. La inflamacién es la respuesta de
los tejidos productores de leche en la ubre a una lesién traumética, a irritaciones
quimicas o bien a la colonizacién de microorganismos infecciosos que han ingresado a
la ubre (Alonso Gaona, 2006).

Entre las enfermedades mdas importantes que afectan al ganado bovino se
encuentra la mastitis, patologia reconocida mundialmente por causar grandes pérdidas
econémicas tanto al productor agropecuario como a la industria lactea. La mastitis
bovina es una reaccion inflamatoria de la glandula mamaria que produce alteraciones
fisicas y quimicas en la leche, aumento del nimero de células sométicas por la presencia
de microorganismos patogenos y, finalmente, cambios funcionales que causan pérdidas
de productividad (Varella Coelho y col., 2007). Esta reaccion inflamatoria ocurre como
consecuencia de la respuesta de los tejidos a lesiones trauméticas, a sustancias irritantes
o bien a la presencia de agentes infecciosos que han logrado colonizar el tejido secretor
y que ejercen su accion sobre los tejidos mamarios en forma directa o indirecta por la
accion citolitica de sus toxinas (Miller y Bartlett, 2004).

Es importante considerar que se trata de una enfermedad multifactorial, donde
uno de los factores mas importantes a tener en cuenta es la nutriciéon del animal, ya que
una deficiencia en energia y proteinas, debida a una mala nutricién que ejerce un efecto
directo sobre la salud de la ubre, debilitando sus mecanismos de defensa. Por lo tanto,
esto podria causar que los microorganismos patdégenos que normalmente habitan en el
ambiente de la vaca infecten a la glandula mamaria. Otros factores, que intervienen
favoreciendo la produccion de la enfermedad, son el medio ambiente y el agente causal
de la misma; aqui, el hombre juega un papel decisivo (Heinrichs y col., 2009).

La mastitis bovina es una enfermedad de distribucién mundial y ha sido
catalogada como la mas costosa de todas las enfermedades que afectan al ganado
lechero. Adicionalmente, la mastitis causa alteraciones en la composicion lactea que
tiene un impacto negativo en el rendimiento de la leche, en la calidad y en la vida util de
los productos derivados (Scaramelli y Gonzilez, 2005). La produccion lechera en

Argentina tiene lugar principalmente en la region pampeana, abarcando las provincias
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de Buenos Aires, Cérdoba, Santa Fe, Entre Rios y La Pampa, donde se encuentran las
principales cuencas lecheras y, practicamente, la totalidad de los tambos e industrias del
sector (Calvinho y Tirante, 2005).

Se han identificado mas de 80 especies causantes de mastitis bovina, que
incluyen bacterias, hongos, micoplasmas y algas; mas del 75 % de las mismas se deben
a bacterias Gram positivo, particularmente especies de los géneros Staphylococcus y
Streptococcus (Calderéon y Rodriguez, 2008). Esta condicién multietioldgica y la
ubicuidad en el ambiente de algunos de los microorganismos causantes de la
enfermedad hace imposible la erradicacién de la misma (Andresen, 2001).

El grado de infeccion puede variar mucho, desde presentaciones subclinicas
hasta clinicas, en sus diversas formas, dependiendo de la severidad con la que la ubre

reaccione frente a la fuente de irritacion (Gunay y Gunay, 2008).

8.1. Patogénesis

La velocidad, el caracter y la intensidad de los sintomas clinicos asi como la
duracién de la inflamacién de la ubre estdn determinados por la patogenicidad y
virulencia del agente causal, los mecanismos de defensa del huésped, el estado
funcional de la glandula mamaria y la efectividad de un determinado tratamiento. Un
agente patogeno so6lo puede infectar a la ubre cuando existe una interaccion de factores
favorables. La infeccion de la glandula mamaria ocurre a través del conducto
galactoforo del pezon a partir de dos fuentes principales de contaminacién: la ubre
infectada y el medio ambiente. La leche procedente de animales con infeccién en alguno
de sus cuartos de la ubre puede diseminar con rapidez la infeccion a los pezones de
otros animales sanos mediante la contaminacion de las manos de los ordefiadores, los
pafios de lavado y/o las copas de los aparatos de ordefio (Radostits y col., 2002).

La entrada y penetracion de una cepa patogena en la glandula mamaria se
inicia a través del conducto galactéforo, de ahi pasa a la cisterna de la glandula y se
dirige a los conductos lacteos para llegar a los espacios alveolares (etapa de invasion).
Esa via de infeccion galactéogena es la mas importante para casi todos los agentes
patégenos de la mastitis. Luego de la invasion los microorganismos se multiplican

rapidamente e invaden el tejido mamario; de este modo, dependiendo de la
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patogenicidad del microorganismo, se establece una poblacién que se disemina por toda
la glandula. Consecuentemente, se produce la congestion capilar, edematizacion del
tejido secretor y obstruccién de los conductos intralobulares. También ocurre una
alteracion a nivel capilar que produce cambios en la composicion de la leche como por
ejemplo disminucién de la calidad y cantidad de caseina sintetizada, de la grasa butirosa
y de la lactosa. Por otro lado, se produce un aumento de la concentracién de sodio, de
proteinas del suero sanguineo, de enzimas y de células somdticas (etapa de infeccion)
(Varella Coelho y col., 2007). Todo lo anterior deriva en una inflamacién (mastitis) con
un notablemente aumento del nimero de leucocitos en la leche ordefiada (Radostits,
2002); sin embargo, la magnitud del aumento en el recuento de células soméaticas (RCS)
varia de acuerdo con la bacteria involucrada en la infeccién de la glandula (etapa de

inflamacién) (Djabri y col., 2002).

8.2. Clasificacion

La reaccion inflamatoria es un mecanismo de proteccion que se produce para
eliminar a los microorganismos patdgenos, neutralizar sus toxinas o bien incentivar los
mecanismos que participan en la reparacion de los tejidos encargados de la produccion
de leche; de ese modo la glandula puede volver a funcionar normalmente. El grado de
inflamacién suele variar mucho, pudiendo tener desde diversas presentaciones clinicas
hasta otras subclinicas; la severidad del cuadro dependera del modo en el que la ubre

reacciona frente a una determinada fuente de irritacién (Alonso Gaona, 2006).

8.2.1. Mastitis clinica

En los paises industrializados la mastitis clinica es la enfermedad mas comtn y
la que mas pérdidas econdmicas causa a la produccion lactea. Esta forma de infeccion
intramamaria se caracteriza por presentar anormalidades visibles en la ubre y/o en la
leche tales como la presencia de grumos, floculos, sangre y/o secreciones serosas; la
severidad varia mucho en el transcurso de la enfermedad. Pueden observarse cuartos
enrojecidos o hinchados, o bien, palparse endurecidos y algunas veces con inflamacion

de los ganglios supramamarios (Almeida y col., 1996; Tollersrud y col., 2000). En
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algunos casos, hay aumento de ia temperatura rectal, letargo, anorexia e incluso la
muerte. Ademas, las bacterias patdégenas causantes de la mastitis estdn presentes en la
leche, siendo el rendimiento de la misma muy reducido pues sus caracteristicas
nutritivas y organolépticas estdn considerablemente alteradas. La mastitis clinica
generalmente es causada por estafilococos, estreptococos y coliformes (Heringstad y
col., 2000). Segtn su grado de severidad, este tipo de mastitis puede ser clasificada, a su
vez, en mastitis clinica subaguda, aguda o hiperaguda. Luego de la infeccidn inicial la
mastitis puede continuar con una presentacion cronica debida a una infeccion de larga
duracion con leche alterada y cambios en la consistencia del tejido mamario debido a
que parte del tejido glandular es reemplazado por tejido conectivo de cicatrizacion.

(Djabri y col., 2002; Alonso Gaona, 2006).

8.2.2. Mastitis subclinica

Esta forma de mastitis es el tipo mas frecuente de infeccién intramamaria y,
tanto la ubre como la leche, tienen aspecto normal (Sandgren y col., 2008). La mastitis
subclinica no es advertida a simple vista ni por el ordefiador ni por el productor, pero
puede ser detectada por distintos tipos de analisis que manifiestan la presencia de
microorganismos o un aumento en el recuento de células somaéticas en la leche, como
indicativo de la respuesta inflamatoria (Contreras y col., 2007). Causa importantes
pérdidas econdémicas debido a que disminuye la produccién afectando la calidad de la
leche, lo que provoca pérdidas de bonificacion por calidad. Cominmente es de larga
duracién, dificil de detectar (debido a su naturaleza oculta) y dificil de tratar con los
antibidticos. Ademas, los animales infectados pero aparentemente sanos pueden servir
como reservorios contaminando el ambiente del tambo e infectando durante el ordefio a
otros animales del rebafio lechero (Heringstad y col., 2000).

Es importante para los productores lecheros y sus asesores veterinarios enfocar
su atencion sobre el control de la mastitis subclinica debido a que es més prevalente que
la mastitis clinica y, usualmente, la precede. Los agentes mas frecuentemente asociados
a esta infeccion subclinica son bacterias Gram positivo, entre las cuales predominan: S.
aureus, Stahylococcus coagulasa negativos, Streptococcus agalactiae y Streptococcus

DN

uberis. (Almeida y col., 19%6).
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8.3. Patégenos de masiitis bovina

Los microorganismos causantes de mastitis viven en la vaca, en su ubre y en el
medio ambiente del tambo y han sido clasificados en patégenos contagiosos,
ambientales y oportunistas de acuerdo a sus caracteristicas de distribucién e interaccién

con el pezén y su conducto galactéforo (Calvinho, 2007; Miller y Bartlett, 2004).

8.3.1. Patégenos contagiosos

Se albergan en los cuartos mamarios de las vacas infectadas y constituyen la
principal fuente de infeccién. Se transmiten de vaca en vaca generalmente durante el
ordefio a través de las manos del ordefiador, los pafios de secado y las pezoneras

(Scaramelli y Gonzélez, 2005). Los microorganismos de importancia en este grupo son:

&% Staphylococcus aureus: No es un patégeno obligado de la ubre, ya que se puede
encontrar en lesiones de la piel de los pezones, en las manos de los ordefiadores y en las
camas de las vacas (Calder6n y Rodriguez, 2008). S. qureus es, a nivel mundial, el
agente patégeno contagioso mas importante asociado con la gldndula mamaria que
causa mastitis (Figura 5 A). La infeccion tiende a producir cicatrices, que resultan en
sacos de infeccion encapsulados dentro de la ubre por lo que quedan aislados y son

dificiles de alcanzar por los antibi6ticos (Gentillini y col., 1995; Russi y col., 2008).

&% Streptococcus agalactiae: Coloniza la ubre de la vaca y fuera de la gldindula mamaria
solo sobrevive durante un corto periodo de tiempo. Se disemina principalmente durante
el ordefio por medio de la maquina de ordefio, las manos contaminadas del operador y

telas utilizados para lavar la ubre (Merl y col., 2003). (Figura 5 A 'y B).

% Mycoplasma bovis: Es un patégeno poco comun en los tambos, aunque ha sido
aislado en Argentina. La mastitis causada por este agente aparece repentinamente, es
extremadamente contagiosa y estd caracterizada por signos clinicos severos. Los

tratamientos no son de utilidad y los animales no desarrollan inmunidad, por lo que
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todos los animales infectados deben ser aislados inmediatamente del rebafio (Cerda y

col., 2000).

8.3.2. Patogenos ambientales

El reservorio principal es el ambiente en el que viven las vacas. Estos
microorganismos provienen del suelo, heces, camas de los animales, aguas
contaminadas y del alimento, entre otras, y no dependen del momento del ordefio para
ganar acceso al extremo del pezén (Phuektes y col., 2001; Scaramelli y Gonzélez,
2005). Estos organismos constituyen un grupo heterogéneo de géneros y especies

bacterianas, siendo las siguientes las mas frecuentemente aisladas:

& Streptococcus uberis y Streptococcus dysgalactiae: Se encuentran en las camas
organicas (paja, aserrin, etc.), en aguas estancadas y tierra, asi como también en la piel
de la vaca (pezon y abdomen) y en los 6rganos reproductores (Guérin-Faublée y col.,
2002). Estos agentes no pueden ser eliminados del rebafio debido a que son parte
normal del medio ambiente. Dentro de los estreptococos ambientales también existen
otras especies que pueden causar mastitis, como por ejemplo Streptococcus bovis (Cruz

y col., 2007).

& Bacterias coliformes: Son bacterias que habitan normalmente el intestino de las
vacas, se multiplican en la materia fecal que se acumula en la cama del animal. Los
coliformes pueden causar mastitis solamente si las particulas contaminadas procedentes
del medio ambiente entran en contacto con los pezones de la ubre penetrando estas
bacterias en forma ascendente a través de los conductos galactéforos. Entre las bacterias
coliformes que producen mastitis, la especie patégena predominante es E. coli
(Barkema y col., 1998; Schukken y col., 1989) (Figura 5 C). La infeccién causada por
esta bacteria puede derivar en un cuadro clinico inflamatorio severo, que lleva a la
eliminacion de la bacteria dentro de las 96 horas iniciales de la infeccién (Paape y col.,
2002) o bien a un resultado fatal para el animal que incluye choque anafildctico, sepsis

y, a menudo, la muerte (Burvenich y col., 2003; Burvenich y col., 2004).
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C 10 pm

Figura 5: Coloracion de Gram de algunas cepas bacterianas asociadas a infecciones
intramamarias

Referencias: A: Staphylococcus aureus; B: Streptococcus sp.; C: Escherichia coli.

Fuente: www.wikipedia.org/wiki/Tinciéon_de Gram.es

8.3.3. Patégenos oportunistas

La fuente mas importante de infeccion es la piel de la vaca. La frecuencia de
infeccion es mayor en el periodo de secado, durante el cual, la piel del pezon no esta
expuesta a los germicidas usados en la desinfeccion post-ordefio. Dentro de este grupo
de patdgenos se destacan los Staphylococcus coagulasa negativos (CNS). Las
infecciones que causan suelen ser leves. Raramente generan casos clinicos y, si éstos
aparecen, suelen ser moderados. Su presencia es muy comun en la piel sana de los
pezones y en las manos del ordefiador. La mayoria de las mastitis producidas por estos
microorganismos se curan espontaneamente sin la necesidad de una terapia

antimicrobiana.

8.4. Tratamiento

En nuestro pais, donde la prevalencia de infeccion mastitica en los rebafios atn
es elevada, se observa un predominio de los patdgenos contagiosos. Estudios realizados
en los ultimos 10 afios en distintas cuencas lecheras de Argentina muestran que, en
general, los organismos mas frecuentemente aislados, tanto de mastitis clinicas como

subclinicas, son: S. aureus y distintas especies del género Streptococcus, hallandose
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porcentajes relativamente menores de organismos coliformes (Rivelli y Rodriguez,
2001).

Existen programas de control de mastitis desarrollados desde la década del 60
que se basan en la higiene durante el ordefio, incluyendo desinfeccion de pezones post
ordefio, terapias antibidticas durante el periodo de lactancia y al inicio del periodo seco
y descarte de vacas con infeccion crénica. Estos programas permiten reducir la
enfermedad a niveles aceptables (Calvinho, 2007).

Una vez aislado e identificado el agente causal puede procederse a la prueba de
susceptibilidad a los antibidticos. Comuinmente, la mayoria de las drogas
antimicrobianas usadas para los tratamientos clinicos son [-lactamicos,
aminoglucosidos, macrolidos y lincosamidas (Rivelli y Rodriguez, 2001). La respuesta
a estos antibidticos varia segun el agente etiologico y la sensibilidad al mismo,
encontrandose datos que varian segun las distintas zonas de nuestro pais (Calvinho y
col., 1991).

La penicilina es el principal antibi6tico utilizado para el tratamiento de mastitis
bovina producida por bacterias Gram positivo (Ekman y col., 1994) y la principal
resistencia a la misma por S. aureus es debida a la produccion de B-lactamasas
(Bengtsson y col., 2009). Sin embargo, el uso indiscriminado de estos farmacos a través
de los afios, ha inducido la seleccién de microorganismos patdgenos multiresistentes,
ocasionando, en algunos casos, fracaso terapéutico, que puede incluso causar la muerte
del animal (Sandgren y col., 2008). Esto lleva a la bisqueda de nuevas alternativas para
la lucha contra los microorganismos causantes de mastitis bovina y una alternativa al
uso de antibidticos convencionales podria ser la utilizacion de diferentes sustancias de
origen natural como, por ejemplo, la jalea real o sus componentes activos, tema de

investigacion del presente trabajo de Tesis Doctoral.

9. Staphylococcus aureus resitente a meticilina

Staphylococcus sp. es una parte de la microbiota habitual de los seres humanos.
S. aureus es la principal especie patdgena del género y frecuentemente causa en los
seres humanos diversas infecciones, tanto de origen comunitario como hospitalario.

Causa infecciones de la piel y de tejidos blandos, entre muchas otras. Muchas de las
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cepas de S. aureus han desarrollado resistencia a los agentes antibacterianos
disponibles, creando un serio problema de salud putiblica. Los antibiéticos B-lactdmicos
son las drogas de eleccion para el tratamiento de infecciones causadas por S. aureus. La
resistencia a compuestos f-lactimicos hace referencia a meticilina, oxacilina, nafcilina,
cloxacilina y dicloxacilina. Aunque el término resistencia a meticilina incluye
resistencia a derivados P-lactamicos, las cepas bacterianas presentan, en general,
resistencia miltiple a varios grupos de antibiéticos. A través de diversos mecanismos
presentan resistencia a cloranfenicol, tetraciclinas, macré6lidos, lincosaminas,
aminoglucésidos y quinolonas. Las infecciones causadas por cepas de SARM pueden
ocasionar una amplia variedad de sintomas dependiendo del area del cuerpo afectada.
Estas incluyen heridas de cirugia, quemaduras, sitios de insercién de catéter, ojos, piel
y, a través de la sangre, pueden producir infecciones generalizadas o septicemia
afectando diversos 6rganos y tejidos (Chomnawang y col., 2009; Lowy, 1998).

Aunque las infecciones causadas por SARM en los animales han surgido a un
ritmo mas lento con respecto a las ocasionadas en humanos, este patdgeno ya es una
importante preocupacion en medicina veterinaria. Es extrafia la escasez de informes
referidos a infeccion del ganado vacuno por SAMR dado el papel considerable de S.
aureus como patégeno de la especie bovina y el contacto cercano entre personas y el
ganado lechero, considerando ademas, que el primer reporte de SAMR involucrado en
mastitis bovina fue en el afio 1972 (Devriese y col., 1972). Ha habido informes
posteriores acerca de mastitis bovina causada por SARM, pero sin embargo la
prevalencia de resistencia a la meticilina en los aislamientos de S. aureus de origen
bovino pareceria ser relativamente baja, quizas debido a que se han realizado pocos
estudios en laboratorios de diagnéstico veterinario para determinar si las cepas
provenientes de casos de mastitis bovina presentan o no resistencia a meticilina (Scott

Weese y van Duijkeren, 2010).

10. Técnicas para evaluar la actividad antibacteriana de productos naturales

El primer propésito de estudiar la susceptibilidad antimicrobiana es guiar a los

clinicos en la eleccion de agentes apropiados para la terapia. Ademas de estos trabajos

- 65 -




Introduccion

clinicos de rutina, los métodos de susceptibilidad antimicrobiana son usados para
evaluar la actividad in vitro de nuevas sustancias.

En la ultima década ha habido un aumento del interés para estudiar la actividad
antimicrobiana, particularmente pruebas de sensibilidad antibacteriana y antifiingica
utilizando productos naturales. Esto se debe a una serie de factores que incluyen: poca
disponibilidad de antimicrobianos que sean efectivos para el tratamiento de varias de las
enfermedades infecciosas, aumento de la resistencia a los antibioticos y temor por el
posible desarrollo de "superbacterias”, las que podrian ser mucho mas patégenas que las
cepas actuales y podrian producir un serio aumento de las tasas de mortalidad y
morbilidad (Valgas y col., 2007).

Existen numerosas recomendaciones publicadas en diversos textos, sean estos
populares o no, que hacen referencia al uso de varios productos naturales aplicados en
varias de las enfermedades infecciosas como, por ejemplo, aceites esenciales, miel,
extractos de plantas, etc. Sin embargo, pocos productos han sido ampliamente
evaluados por su actividad antimicrobiana. Una de las dificultades de los investigadores
ha sido la ausencia de métodos simples y que ademas puedan ser validados y
estandarizados; en general, los métodos que han sido utilizados para el estudio in vitro
de la actividad antimicrobiana han sido adaptados de las técnicas descriptas para
farmacos convencionales. Estos métodos poseen varias limitaciones pues, a diferencia
de los farmacos convencionales, los productos naturales son mezclas complejas de
compuestos que pueden o no actuar tal como se espera en una determinada prueba
convencional. Estos constituyentes también pueden tener una solubilidad limitada en el
medio acuoso, el cual es la base tipica de muchos ensayos. Por otra parte, no existen
métodos estandarizados para la extraccion o destilacion de productos;
consecuentemente, la composicién exacta del extracto que se esta probando puede ser
desconocida para algunos investigadores que no tienen acceso al financiamiento o al
equipamiento para realizar cromatografia gaseosa con detector de espectrometria de
masas (GC-MS) u otros analisis quimicos de los extractos que se deben evaluar. Existen
numerosos y diferentes métodos utilizados para evaluar la actividad antimicrobiana de
productos naturales, sin embargo, hasta el presente no hay ningun método estandarizado

que pudiera ser ampliamente utilizado por todos los investigadores y frente a la
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diversidad de técnicas no existe un estudio que determine cudl de todos los métodos
disponibles podria ser el mejor para realizar los ensayos in vitro (Wilkinson, 2006).

Debido a que no todos los métodos utilizados en el estudio de actividad
antibacteriana se basan en los mismos principios, los resultados obtenidos estarin
profundamente influenciados por el método que sea seleccionado. Ademads, debe tenerse
en cuenta que existe una gran diversidad de cepas de cada microorganismo y su
seleccion condicionara los resultados a obtener. Finalmente, debe considerarse que el
grado de solubilidad de cada compuesto que se evalua puede alterar los resultados
(Valgas y col., 2007).

La susceptibilidad antimicrobiana puede ser evaluada cualitativamente, segiin el
“National Comittee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS), como susceptible,
cuando el microorganismo debe responder a las dosis habituales del agente
antimicrobiano administrado por una via adecuada, incluida la via oral; intermedia, que
implica que el microorganismo puede ser inhibido por las concentraciones de farmaco
que se alcanzan cuando se administran las dosis maximas por via parenteral o resistente,
cuando el microorganismo no es inhibido por ninguna de las concentraciones in vivo
alcanzables por el farmaco y que, por lo tanto, no debe ser elegido para el tratamiento.
También puede evaluarse cuantitativamente in vitro en términos de la minima
concentraciéon de los agentes que inhiben el crecimiento del microorganismo (o
concentracion inhibitoria minima) (CIM) o aquella minima concentracién que lo mata,
la concentracion bactericida minima (CBM) (Collins y col., 1995; Koneman, 1999).

Las técnicas disponibles para la deteccion de actividad antibacteriana de
productos naturales, generalmente se clasifican en: técnica de difusién, de dilucién y de

bioautografia (Valgas y col., 2007).

10.1. Técnicas de difusion en agar en discos de papel y en pozo

El método de difusion en agar segin el método de Kirby-Bauer (1966) consiste
en aplicar sobre la superficie de una placa de agar sembrada con el microorganismo,
cuya sensibilidad se quiere estudiar, un disco que contiene una cantidad especifica del
antimicrobiano. El mismo, difunde desde el disco al agar y, si es activo contra el

germen, producird un halo de inhibicién cuyo didmetro estara directamente
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correlacionado con la concentracion y efectividad del principio activo del
antimicrobiano en estudio.

De manera similar, la técnica de difusion en pozo consiste en realizar orificios
sobre una placa de agar sembrada con el microorganismo, cuya sensibilidad se quiere
estudiar, colocando en los mismos diferentes cantidad especificas del antimicrobiano. El
mismo, difunde desde el pozo hacia el agar y, si es activo contra el germen, producira
un halo de inhibicién.

Ambas técnicas de difusion en agar son las mas ampliamente empleadas para
medir actividad antimicrobiana. Son reconocidas como métodos precisos y confiables.
Sin embargo, todavia persiste un cierto desacuerdo entre los cientificos: algunos de ellos
la consideran como técnicas semi-cuantitativas, mientras que otros argumentan que son
s6lo técnicas cualitativas, dando s6lo una idea de la presencia o ausencia de actividad
antimicrobiana en la sustancia estudiada, argumentando ademas, que los resultados no
son siempre reproducibles (Valgas y col., 2007). Este ultimo punto parece meritorio
dado la dificultad de los compuestos hidrofébicos para difundir en el agar. Sin embargo,
las técnicas de difusién en agar son ficiles de implementar y proporcionan una
estimacion de la inhibicion del crecimiento bacteriano (Wilkinson, 2006; Kalemba y
Kunica, 2003). La difusion de la sustancia antimicrobiana estd afectada por el espesor
del agar, debido a que la misma se produce en las tres dimensiones (Koneman, 1999).
Estos métodos no deberian utilizarse para la comparacion de muestras con diferentes
hidro-solubilidades (Sawaya y col., 2004).

Valgas y col. (2007), observaron una mejor sensibilidad en la técnica de difusion
en pozo comparada con la de disco al evaluar la actividad antibacteriana de extractos de
productos naturales. En la técnica de difusién en pozo, la muestra evaluada es mucho
menos probable que interfiera con la difusion de la sustancia antimicrobiana en el agar
que en la técnica de difusion en disco. La precipitacion de sustancias insolubles en agua

en el disco evita la difusién de sustancias antimicrobianas en el agar.

10.2. Técnicas de dilucion en caldo v en agar

La técnica de dilucién en caldo, realizada en tubos de ensayo (técnica de

macrodilucién en caldo) o en policubetas de 96 pocillos (técnica de microdiluciéon en
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caldo), es considerada precisa para evaluar la susceptibilidad de un microorganismo
frente al compuesto antibacteriano que se estd probando. Es ampliamente utilizada dado
que una de sus ventajas es que permite obtener resultados cuantitativos entre los que se
incluyen la determinacién de CIM vy, a posteriori, de CBM (Finegold y Baron, 1992).
Ademas, las pruebas de dilucién pueden ser aplicadas a un intervalo mas amplio de
aislamientos que las pruebas de difusiéon (Koneman, 1999).

La técnica de microdiluciéon en caldo tiene como ventaja la utilizacion de
pequefios voliimenes de reactivos y asi pueden probarse muchos mas microorganismos
con menor costo y mayor rapidez (Koneman, 1999). Esta técnica es 1til para la
determinacion de CIM de un gran nimero de muestras pues se requieren pequefias
cantidades, lo cual es muy importante en el caso en que el antimicrobiano en estudio sea
escaso o dificil de obtener en su etapa experimental, tal como ocurre con muchos
productos naturales. Es una técnica econdmica y presenta resultados reproducibles
(Devienne y Raddi, 2002). La utilizacion de esta técnica es adecuada para la
determinacién de CIM en sustancias puras (Valgas y col., 2007). La técnica de
microdilucién en caldo es treinta veces mas sensible que otros métodos utilizados en la
determinacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de plantas (Ferreira de
Oliveira y col., 2007).

En la técnica de dilucion en agar la sustancia evaluada se diluye como se ha
descripto anteriormente, pero luego cada una de las diluciones se incorpora al agar antes
que éste solidifique; de este modo el microorganismo se siembra sobre la superficie de
una serie de placas de agar que contienen diferentes concentraciones conocidas del
producto a probar. Una desventaja comparativa importante de esta técnica es el uso de

mayores volumenes de la sustancia que se esta evaluando (Wilkinson, 2006).

10.3. Técnica de bioautografia

La bioautografia se utilizd por primera vez en el afio 1946 para estimar la pureza
de la penicilina (Goodall y Levi, 1946). Es una técnica utilizada para detectar sustancias
que afectan la velocidad de crecimiento de los microorganismos pero que estan
incorporadas dentro de una mezcla compleja. Es un método de deteccion rapida o

“screening” que so6lo da idea de la presencia o ausencia de sustancias con actividad
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antimicrobiana en productos naturales. Por lo tanto, es considerada una técnica
cualitativa. Uno de los campos de aplicacion de la bioautografia es la investigacion de
antibidticos y de otros compuestos biolégicamente activos en agua, fluidos corporales,
alimentos, etc. La técnica de bioautografia se divide en tres categorias (Valgas y col.,

2007):

& Bioautografia por contacto: los componentes antimicrobianos de la muestra en
estudio difunden desde el cromatograma, realizado por medio de una cromatografia en
capa delgada (CCD) en silica gel, hacia el agar previamente inoculado con un
microorganismo determinado. El cromatograma se coloca cara hacia abajo sobre una
capa de agar inoculado y se deja en esas condiciones por algiin tiempo para permitir la
difusiéon. A continuacioén, se retira el cromatograma y se incuba la placa de agar. Las
zonas de inhibicion del crecimiento microbiano se observan sobre la superficie del agar
en aquellos lugares donde previamente difundi6é el componente antimicrobiano. Una
desventaja es la dificultad de obtener contacto completo entre el agar y el cromatograma

y la adherencia del adsorbente a la superficie del agar.

% Bioautografia directa: el cromatograma desarrollado es sumergido en una
suspension microbiana realizada en un caldo o ésta es aplicada como un “spray” sobre
el mismo. Posteriormente, el cromatograma se incuba y el microorganismo crece
directamente sobre él, visualizindose las zonas de inhibicién del crecimiento

microbiano.

& Bioautografia indirecta o de inmersion: el cromatograma desarrollado es cubierto
con un medio agarizado y previamente inoculado. Luego de la solidificacién e
incubacién, se visualizan las zonas de inhibicién del crecimiento microbiano. Esta
técnica es un hibrido entre la bioautografia por contacto y la directa. Los compuestos
antimicrobianos son transferidos desde el cromatograma hacia la capa de agar, pero
durante la incubacion el agar permanece sobre €l. La principal desventaja de este
método es la baja sensibilidad causada por la dilucién del compuesto antimicrobiano en

el agar.
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Para localizar y visualizar el desarrollo microbiano en la bioautografia se utilizan
como indicador del crecimiento bacteriano sales de tetrazolium como, por ejemplo, una
solucion del colorante vital cloruro de 2,3,5 - trifenil tetrazolio (TTC). Esta sal de
tetrazolium incolora y soluble en su estado oxidado es utilizada frecuentemente para
medir actividad respiratoria asociada a cadenas de transporte de electrones, dada la
rapidez con que son reducidas por la mayoria de los sistemas de deshidrogenadas de los
microorganismos vivos. La reduccién de una sal de tetrazolium causa la formacién de
un precipitado insoluble de coloracion intensa, conocido con el nombre de formazan,
que es una sal de pigmentacion rojiza e insoluble en su estado reducido. La
visualizacion se fundamenta en la capacidad que tienen los microorganismos vivos de
reducir la sal de tetrazolium. La ausencia de color indica inhibicién del crecimiento
bacteriano (estado oxidado) y el rosado presencia de crecimiento (estado reducido)
(Weins y Jork, 1996).

La bioautografia puede ser empleada como una herramienta util para lograr la
purificacion de sustancias antimicrobianas pues permite una facil localizacién de la
actividad incluso en matrices complejas como las derivadas de los productos naturales.
La comparaciéon de los bioautogramas desarrollados bajo condiciones idénticas y
visualizados con un reactivo cromogénico adecuado puede proveer informacion ftil
acerca de la naturaleza de los compuestos activos (Valgas y col., 2007). Una gran
ventaja de la bioautografia es que el fraccionamiento de la muestra (extractos, aceites
esenciales, etc.) y la determinacién de la bioactividad se realizan de manera simultanea
(Wilkinson, 2006). Debido a que se trata de una técnica visual, la bioactividad de los
compuestos sobre las placas puede ser facilmente interpretada (Gende y col., 2008).

La bioautografia puede ser combinada con otras técnicas cromatograficas como,
por ejemplo, cromatografia en columna, cromatografia gaseosa (GC) o cromatografia
liquida (LC). A partir de la cromatografia en columna se colectan diferentes fracciones,
para luego ser evaluadas por bioautografia o estudiadas mediante GC o LC (Islam y
col., 2003).

Por esto, en el presente estudio fue necesario, a fin de realizar analisis
comparativos, ensayar diferentes técnicas para evaluar la actividad antibacteriana de la
jalea real. En primer lugar, se realizé el método de difusion en agar en discos y en pozos

a los efectos de evaluar de manera semi-cuantitativa la susceptibilidad de las bacterias
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estudiadas a las diferentes muestras de jalea real y estimar el grado de inhibicién de su
crecimiento. Ademas, se realizé el método de macrodiluciéon y microdilucién en caldos
con el objeto de obtener resultados cuantitativos. Se realizo un estudio de la actividad
antibacteriana de extractos lipidicos y desgrasados de jalea real por técnica de difusiéon
en pozo a fin de determinar cuél de ellos posee actividad antibacteriana sobre las cepas
bacterianas en estudio. A continuacidn, se estudié la actividad antibacteriana de las
diferentes fracciones del extracto lipidico utilizando como metodologia la bioautografia.
Posteriormente, por la técnica de microdilucién en caldo, se obtuvo la CIM de la
fraccion activa del extracto lipidico de jalea real.

En este trabajo se estudio la actividad antibacteriana de jalea real sobre bacterias
aisladas de infecciones superficiales en humanos y de mastitis bovina, con la finalidad
de ampliar el espectro de actividad antibacteriana de este producto de la colmena.
Existen otros estudios que evalian actividad antibacteriana de jalea real sobre
microorganismos aislados de diversos origenes, tales como S. aureus, S. saprophyticus,
B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y C. albicans (Fontana y col., 2004),
Micrococcus luteus, Bacillus cereus, Shigella flexneri 'y Salmonella typhi
(Ratanavalachai y Wongchai, 2002) asi como también cepas de Streptomyces sp.
(Eshraghi, 2005), pero hasta el momento no se han encontrado en la bibliografia
disponible estudios realizados sobre bacterias causantes de infecciones superficiales en
humanos y de mastitis bovina. A fin de realizar estudios comparativos, se llevaron
adelante ensayos sobre bacterias aisladas de diversos origenes (agua de pozo y

compostaje de aves) asi como también sobre cepas de referencia.

11. Obtencion de extractos liptdicos v desgrasados (proteicos) a partir de productos

naturales

Tal como se explico anteriormente, la jalea real virgen esta compuesta
principalmente por agua, az(cares, proteinas, lipidos, minerales y vitaminas (Codigo
Alimentario Argentino, 2010b). La literatura cita diversos trabajos que evidencian la
actividad antibacteriana del acido graso exclusivo de jalea real, el 10-HDA presente en
la fraccién lipidica, asi como también de proteinas tales como la royalisina y las

jelleinas en la fraccién desgrasada. De acuerdo a dichas evidencias, en el presente
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trabajo fue necesario obtener el extracto lipidico y el extracto desgrasado (formado,
principalmente, por proteinas) con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana de
los mismos y continuar posteriormente con la profundizacion del estudio del extracto
activo.

Generalmente, la literatura describe a los lipidos como un grupo de compuestos
altamente solubles en solventes organicos. Sin embargo, una definicién de éste tipo es
un poco engaifiosa, debido a que existen lipidos que se caracterizan por tener, en la
misma molécula, una zona polar, que interacciona facilmente con el agua, y una zona
hidrofobica, de la cual el agua, y otros compuestos polares, quedan excluidos. Las
moléculas que poseen esta caracteristica se denominan anfipaticas. Por lo tanto, los
lipidos pueden ser definidos como pequefias moléculas hidrofobicas o anfipaticas.

Ademas de ser fundamentales en mantener la integridad de la estructura de la
membrana celular de tejidos animales y vegetales, formando una bicapa lipidica
compuesta por fosfolipidos, los lipidos también son la principal forma de
almacenamiento de energia (como los triglicéridos de las células de mamiferos) y
proveen de un medio ambiente hidrofébico apropiado para el funcionamiento y las
interacciones de las proteinas de membrana.

Debido a que los lipidos normalmente aparecen en su forma libre, pero
embebidos en una matriz, es necesario realizar la extraccion antes de llevar a cabo los
analisis. Los componentes obtenidos en el extracto lipidico dependen del método de
extraccion utilizado, especialmente del solvente. Los solventes no polares como, por
ejemplo, hexano, éter de petrdleo, etc. pueden ser adoptados para realizar la extraccion
de lipidos neutros simples (ésteres de acidos grasos y acilgliceroles). Los lipidos maés
complejos y més polares (fosfolipidos, lipoproteinas, glicolipidos y 4cidos grasos libres)
requieren de solventes mas polares como éter etilico, metanol o acetonitrilo. El método
mas ampliamente utilizado para la extraccion de lipidos a partir de muestras so6lidas es
la extraccion Soxhlet, el cual es reconocido por la AOAC (Asociacion Oficial de
Quimicos Analiticos) como un método estandar internacional (AOAC, 1990; Carrasco-
Pancorbo y col., 2009). La fraccién lipidica de la jalea real estd primariamente
compuesta por componentes polares (que son extraidos con éter etilico) y s6lo por una
pequefia fraccién que es soluble en hexano (Lercker y col., 1981). La obtencién de

lipidos por medio de la extraccién Soxhlet permite, indirectamente, la obtencion de la
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fraccion desgrasada en el cartucho. Esta fraccion esta formada principalmente por
proteinas, aziicares, vitaminas y minerales.

Un gran nimero de métodos pueden ser utilizados para evaluar la calidad y las
caracteristicas quimicas de los lipidos en los alimentos. Las técnicas cromatograficas
son muy utiles para la identificacién de diferentes componentes de la muestra. La
cromatografia fue una de las primeras técnicas de separacion utilizadas para evaluar
lipidos que aun sigue en vigencia. La separacion e identificacion de grupos de lipidos
utilizando CCP en silica gel permite un “screening” rapido en un gran nimero de
muestras, otorgando informacion Wtil y permitiendo la separacion de una mezcla de
lipidos con diferentes’ polaridades. En casos mas complicados, cuando la identificacion
no es confiable, las bandas sospechosas son aisladas de las placas y analizadas en
detalle por medio de métodos apropiados como, por ejemplo, técnicas espectroscopicas
(Carrasco-Pancorbo y col., 2009; Momchilova y Nikolova-Damyanova, 2008).

Tradicionalmente los lipidos han sido analizados utilizando GC con detector de
ionizacion de llamas (FID). La GC puede ser limitada debido a que los compuestos
analizados deben ser térmicamente estables y con una presion de vapor lo
suficientemente alta para volatilizarse durante la inyecciéon. La derivatizacion puede
resolver el problema en términos de volatilidad en moléculas quimicamente simples. La
composicion de acidos grasos es normalmente estudiada por la inyeccion en GC de los
correspondientes ésteres metilicos de los dcidos grasos (FAME) obtenidos tras realizar
la derivatizacion. Para la identificacion definitiva de los FAME, es indispensable, en lo
posible, comparar el tiempo de retencion de los estandares con los obtenidos a partir de
las muestras (Carrasco-Pancorbo y col., 2009; Park y col., 2001).

Si bien existen estudios que evaltian la actividad antibacteriana de jalea real
sobre microorganismos aislados de diversos origenes, tales como S. aureus, S.
saprophyticus, B. subtilis, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y C. albicans (Fontana
y col., 2004), M. luteus, B. cereus, S. flexneri y S. typhi (Ratanavalachai y Wongchai,
2002) asi como también cepas de Streptomyces sp. (Eshraghi, 2005), hasta el momento
no se ha descripto en la literatura el uso de la jalea real para el tratamiento de
microorganismos que causan frecuentemente infecciones superficiales en seres
humanos y mastitis en bovinos. Esto llevo a la realizacién del presente trabajo de Tesis

Doctoral, estudiando la actividad antibacteriana de la jalea real sobre bacterias aisladas

-74 -




Introducciéon

- de infecciones superficiales de la piel en el hombre y de ubres afectadas por mastitis en
bovinos. En un principio se trabajé con muestras de jalea real completa, procedentes de
diferentes regiones de la Republica Argentina. Luego se continu6 con la investigacién
de los extractos desgrasados (proteicos) y los extractos lipidicos y, por ultimo, se
profundizé el estudio analizando la fraccién lipidica con el objetivo de conocer los
componentes activos. Ademas, con fines comparativos, se incluyeron cepas bacterianas

que fueron aisladas de diversos origenes.
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Hipdtesis

La jalea real de diversas regiones de Argentina posee actividad antibacteriana
contra microorganismos comunmente encontrados en infecciones superficiales de seres

humanos y animales.
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Objetivos

1. Objetivo General

Determinar, a mediano plazo, la actividad antibacteriana in vitro de muestras de

jalea real obtenidas de colmenas de apiarios de diversas regiones de Argentina. A largo

plazo se pretende caracterizar los componentes activos en dichas muestras y su

actividad antibacteriana contra agentes de infecciones superficiales en seres humanos y

de mastitis en bovinos.

2. Objetivos Especificos

a)

b)

g)

Determinar la pureza y autenticidad de las muestras de jalea real mediante la
determinacion de sus caracteristicas fisicoquimicas.

Caracterizar las muestras de jalea real y sus extractos lipidicos y desgrasados por su
actividad contra bacterias Gram positivo y Gram negativo, aisladas de infecciones
superficiales en seres humanos.

Caracterizar las muestras de jalea real y sus extractos lipidicos y desgrasados por su
actividad contra bacterias Gram positivo y Gram negativo, aisladas de mastitis en
bovinos.

Caracterizar la composicion lipidica de las muestras de jalea real por cromatografia
en capa fina.

Obtener la fraccion con actividad antibacteriana presente en el extracto lipidico de
una muestra de jalea real.

Evaluar la actividad antibacteriana de la fraccion lipidica activa de una muestra de
jalea real.

Identificar quimicamente los metabolitos con accidn antibacteriana presentes en la
fraccién lipidica de una muestra de jalea real mediante estudios de cromatografia

gaseosa con deteccién de ionizacion de llamas.
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Materiales y Métodos

1. Muestras de jalea real

En el presente trabajo de Tesis se utilizaron las siguientes muestras de jalea real:

a) Jalea real Regional (JR R): Esta muestra fue obtenida de un comercio del
ramo y proveniente de colmenas de apiarios del sur de la Provincia de Cérdoba. Esta
muestra se utilizé para poner a punto diferentes ensayos de actividad antibacteriana para
luego realizar los ensayos comparativos con el resto de las muestras.

b) Jalea real Norte Grande (JR NG): Esta muestra fue provista por la Estacién
Experimental Agropecuaria INTA Famailld (Provincia de Tucumadn), obtenida de
colmenas de apiarios en los que no se utilizaron antibiéticos y supervisadas por el
Programa Apicola (PROAPI). Esta fue utilizada como muestra de referencia para los
diferentes ensayos realizados.

¢) Jalea real Corrilobo (JR C): Esta muestra proviene de un apiario de Corrilobo
(Provincia de Cérdoba) y como se obtuvo en mayor cantidad que las demas muestras
fue utilizada para la realizacion de todos los ensayos.

d) Jalea real La Pampa (JR LP): Esta muestra proviene de un apiario de la
Provincia de La Pampa y s6lo se utiliz6 de manera comparativa en algunos de los
ensayos debido a que fue conseguida poca cantidad de la misma.

Los proveedores de las muestras JR R, JR C y JR LP aseguraron que las mismas

fueron obtenidas a partir de colmenas sin aplicacioén de antibidticos.

2. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de jalea real

Con la finalidad de determinar la pureza de las muestras de jalea real, se
realizaron andlisis fisicoquimicos segin las exigencias para jalea real virgen no
liofilizada establecidas por el CAA, las cuales se resumen en la Tabla 2 (Cddigo
Alimentario Argentino, 2010b).

Los ensayos fueron realizados por duplicado y se detallan a continuacion.
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2.1. Determinacion de humedad

El contenido de humedad de las muestras de jalea real se realizé mediante
secado de las mismas en estufa a 70 °C hasta la obtencién de un peso constante del
residuo seco, lo cual se logré en aproximadamente unas 12 h. Este ensayo fue realizado
en capsulas de porcelana expuestas, previamente, a la temperatura de secado de las

muestras durante 15 min y luego pesadas.

2.2. Determinacidn de pH

El pH de las muestras de jalea real se obtuvo a partir de una solucién al 5 % p/v

de las mismas en agua destilada y a 20 °C, utilizando un peachimetro Orion 720A

(USA).

2.3. Determinacion del indice de acidez

Este ensayo se realizé mediante la titulacion de las muestras de jalea real utilizando
una soluciéon de KOH 0,086 N, previamente estandarizada con biftalato de potasio y
fenolftaleina al 1 % como indicador. El indice de acidez se expresé en mg KOH/g de
jalea real, que corresponden a los miligramos de KOH necesarios para neutralizar los

acidos contenidos en 1 g de jalea real.

2.4. Determinacion de proteinas totales

El contenido de proteinas totales de las muestras de jalea real se realizo
mediante el método Kjeldahl, realizando las correspondientes digestiones, destilaciones y
titulaciones como lo indica el método 954.01 de la AOAC. El contenido de proteinas se
expres6 como nitrégeno total utilizando el factor promedio de nitrégeno en las proteinas

de 6,25 (AOAC, 1990).
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2.5. Determinacién de lipidos totales

Para determinar el contenido lipidico de las muestras de jalea real se realiz6 la
técnica de extraccion continua de los lipidos, durante 3 h utilizando un extractor
Soxhlet. Para ello, se utilizaron los extractos secos de la muestras de jalea real obtenidos
luego del secado de las mismas, a 70 °C durante 12 h, al realizar la determinacién de
humedad.

Dado que en la bibliografia (método 920.75 de la AOAC) no se especifica el
solvente a utilizar en la extraccion, la técnica se ensayé repetidamente, utilizando
diversos solventes, tales como éter de petroleo, metanol y éter etilico a fin de dilucidar
cual es el solvente mas adecuado de extraccidon de lipidos en muestras de jalea real
(AOAC, 1990).

Finalmente, los ensayos se repitieron utilizando éter etilico, dado que la
recuperacion de lipidos con dicho solvente se correspondié aproximadamente con los
valores del intervalo de contenido lipidico exigido por el CAA, no siendo asi cuando se
utilizé metanol y éter de petréleo como solventes. Una vez realizada la extraccion de los
lipidos, se procedi6 a destilar el éter etilico contenido en los balones, los que
posteriormente se colocaron en bafio de agua a 45 °C y con corriente de N; a fin de
evaporar el solvente. Por tltimo, se colocaron los balones en desecador durante toda la
noche y se pesod el residuo graso contenido en ellos. El proceso de secado se realizd

hasta obtener peso constante. La determinacion se llevo a cabo siguiendo el método
920.75 de la AOAC (AOAC, 1990).

2.6. Determinacion de cenizas

A fin de obtener el contenido de cenizas en las muestras de jalea real estudiadas,
primeramente, se llevo a cabo la carbonizacion de las mismas en cédpsulas de porcelana,
previamente pesadas, por exposiciéon al calor directo de un mechero Bunsen.
Posteriormente, las muestras carbonizadas se colocaron en mufla a 500 °C durante 2 h
aproximadamente y hasta obtener un peso constante, a fin de realizar la calcinacién de

las mismas.

-89 .




Materiales y Métodos

2.7. Andlisis de carbohidratos

La caracterizacion de la composicion de carbohidratos en las muestras de jalea
real se realiz6 mediante la determinacién del porcentaje de glucosa y fructosa (azicares
reductores) asi como también de sacarosa mediante cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC) con detector electroquimico.

Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: se utiliz6 una columna de
intercambio ani6nico Hamilton RCX-10 de 250 x 4,1 mm; con un tamafio de particula de
7 um; detector electroquimico amperométrico con electrodo de trabajo NiCr (80:20). El
potencial del electrodo de trabajo fue de 0,5 V (vs. electrodo de calomel saturado). Se
trabajé en condiciones isocraticas utilizando NaOH 0,1 N como fase moévil a una
velocidad de flujo de 0,5 ml/min y se trabajoé a una sensibilidad de 1 pA/V, con un
volumen de inyeccion de 20 pL.

Las muestras de jalea real se pre-trataron, previo a su inyecciéon, en el
cromatégrafo. Para ello, aproximadamente 0,12 g de las mismas fueron resuspendidas en
agua tridestilada, luego se microfiltraron y la fraccion soluble se utiliz6 en el analisis de
carbohidratos.

Se utilizaron soluciones patrones de glucosa, fructosa y sacarosa a una
concentracion de 1,0 x 10™ M. Los analisis se realizaron por triplicado.

Todos los reactivos, las soluciones y los solventes utilizados se detallan en el

Anexo L

3. Preparacion de diluciones de jalea real utilizadas en los ensayos de actividad

antibacteriana

Se realizaron diluciones de las muestras de jalea real utilizando agua destilada
estéril como diluyente y se obtuvieron las concentraciones expresadas como porcentaje
del peso de la jalea real/peso del agua (% p/p), considerando la densidad del agua es de
1,0 g/mL (Tabla 4).
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Tabla 4: Preparacion de las diluciones de jalea real

Concentracion de jalea real (%o p/p) | Masa de jalea real (g) | Masa de agua (g)*

100 (Jalea Real sin diluir) 1 0
90 0,9 0,1

80 0,8 0,2

70 0,7 0,3

60 0,6 0,4

50 0,5 0,5

40 0,4 0,6

30 0,3 0,7

20 0,2 0,8
0 (Control negativo) 0 1

Nota: *: Densidad del agua destilada utilizada como diluyente: 1,0 g/mL

4. Obtencion de extractos lipidicos y extractos desgrasados de jalea real

4.1. Liofilizacion de muestras de jalea real

Con la finalidad de eliminar el contenido acuoso de las muestras de jalea real se
procedi6 a realizar la liofilizacion de las mismas. Esta metodologia se llevé a cabo a fin
de preservar el deterioro y evitar posibles oxidaciones de los lipidos, que podrian ocurrir
si las muestras fueran expuestas a desecacion mediante la metodologia convencional
requerida por el CAA: secado a 70 °C durante 12 h. De esta manera, se preservé la
composicién quimica de los extractos de las muestras JR NG, JR C y JR LP que,
posteriormente, fueron sometidos a estudios de actividad antibacteriana. La muestra JR

R sélo se utiliz6 para poner a punto la liofilizacién.

4.2. Técnica de extraccion continua de lipidos utilizando un extractor Soxhlet

Las muestras de jalea real liofilizadas se colocaron en cartuchos de papel y se
sometieron a la técnica de extraccion continua durante 3 h, utilizando un extractor
Soxhlet (Figura 6) con la finalidad de obtener los lipidos de las mismas (AOAC, 1990).
La fraccion lipidica de la jalea real estd compuesta primariamente de componentes
polares (que son extraidos con éter etilico) y s6lo una pequefia fraccion es soluble en

hexano (Lercker y col., 1981), por lo tanto la extraccion se realizo utilizando éter etilico
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como solvente de extraccion, a fin de obtener el extracto etéreo (EE) y, a continuacion,
se procedié a cambiar el solvente en el extractor colocando hexano, obteniéndose asi el
extracto hexanico (EH). Por lo tanto, a partir de cada muestra de jalea real liofilizada se

obtuvieron dos extractos lipidicos (EE y EH) y un extracto desgrasado (ED).

Figura 6: Extraccion de lipidos utilizando extractor Soxhlet

5. Cepas bacterianas

A los efectos de evaluar la actividad antibacteriana de las muestras de jalea real
se utilizaron cepas bacterianas de referencia y cepas bacterianas aisladas de infecciones
superficiales en seres humanos, de mastitis en bovinos y otras procedentes de diversos
origenes. Las cepas bacterianas que se obtuvieron de infecciones superficiales en seres
humanos y las procedentes de diversos origenes fueron tipificadas en el Laboratorio de
Microbiologia del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Universidad
Nacional de Rio Cuarto mediante la realizacion de tinciéon de Gram, seguida de la

caracterizacion microbiolégica mediante la realizacion de pruebas bioquimicas y de
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desarrollo descriptas en el Manual Bergey’s (1994). Las cepas de Enterococcus fueron
tipificadas con AP1ID 32 STREP.

De todas las cepas aisladas a campo a partir de leche de animales con mastitis
bovina, tres se obtuvieron a partir de tambos de Rio de Janeiro (Brasil) y se tipificaron
mediante pruebas de catalasa, coagulasa, resistencia a bacitracina, reduccién de nitrato,
fermentacioén de maltosa y produccién de acetoina, por el laboratorio de Bacteriologia
del Departamento de Microbiologia e Inmunologia de la Universidad Federal Rural de
Rio de Janeiro, Brasil y gentilmente cedidas por la Dra. Shana Mattos de Oliveira
Coelho (Mattos de Oliveira Coelho, 2006). Todas las demés cepas aisladas a campo a
partir de leche de animales con mastitis bovina se obtuvieron de tambos de la Cuenca
Villa Maria, Provincia de Cérdoba (Argentina) y fueron tipificadas por la Microbidloga
Silvana A. Dieser (tercer informe de avance de Tesis Doctoral) (Dieser, 2011) y
gentilmente cedidas por la Dra. Liliana Odierno (Laboratorio de Genética Microbiana,
Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Universidad Nacional de Rio Cuarto).

Las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo se listan en las Tablas 5,
6, 7 y 8. Ademas de las cepas bacterianas aisladas de infecciones superficiales en seres
humanos y de mastitis en bovinos se utilizaron, a modo comparativo, cepas de

referencia y aislamientos de diversos origenes.

Tabla 5: Cepas bacterianas de referencia

CEPAS BACTERIANAS ORIGEN

Bacterias Gram positivo

v Enterococcus faecalis 1 v ATCC 29212
v Micrococcus luteus v ATCC 9341

v Staphylococcus aureus MS 1 v ATCC 25923
v Streptococcus agalactiae 1 v ATCC 27956
v Streptococcus dysgalactiae 1 v ATCC 27957

MS: Meticilina Sensible
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Tabla 6: Cepas bacterianas aisladas de infecciones superficiales en seres humanos

CEPASBACTERIAN.

Bacterias Gram positivo

v Enterococcus faecalis 2
v Enterococcus faecalis 3
v Enterococcus faecalis 4
v Enterococcus faecium

Bacterias Gram negativo

v Pseudomonas aeruginosa 2

L C <«

Infeccion de tobillo (ambulatoria)

Herida de piel infectada (ambulatoria)
Herida de piel infectada (ambulatoria)
Herida de piel infectada (intrahospitalaria)

Infeccion de piel por catéter
(intrahospitalaria)

Tabla 7: Cepas bacterianas aisladas de mastitis en bovinos

 CEPAS BACTERIANAS LUGAR DEL AISLAMIENTO
Bacterias Gram positivo
v Staphylococcus aureus MS 2 Rio de Janeiro (Brasil)
Staphylococcus aureus MR 1 Rio de Janeiro (Brasil)
Staphylococcus aureus MR 2 Rio de Janeiro (Brasil)

Staphylococcus aureus A
Staphylococcus aureus B
Staphylococcus aureus C
Staphylococcus aureus D
Staphylococcus aureus E
Staphylococcus aureus F
Staphylococcus aureus G
Staphylococcus aureus H
Staphylococcus aureus M
Staphylococcus aureus O
Streptococcus agalactiae 2
Streptococcus agalactiae 3
Streptococcus agalactiae A
Streptococcus agalactiae B
Streptococcus agalactiae C
Streptococcus agalactiae D
Streptococcus agalactiae E
Streptococcus dysgalactiae 2
Streptococcus dysgalactiae 3
Streptococcus dysgalactiae A
Streptococcus uberis
Streptococcus uberis A
Streptococcus uberis B

CCCC CCC CCC € € C CCCCCCCKC K < ¢«

CCCCCCCECCC C € C € <k

Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cdrdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
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Bacterias Gram negativo

Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cordoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)
Cuenca Villa Maria (Cérdoba, Argentina)

Enterobacter sp.

Escherichia coli A
Escherichia coli B
Escherichia coli C
Escherichia coli D

€ € € C XL
C € € C <

MS: Meticilina sensible, MR: meticilina resistente

Tabla 8: Cepas bacterianas aisladas de diversos origenes

CEPAS BACTERIANAS ORIGEN DEL AISLAMIENTO

Bacterias Gram positivo

v Staphylococcus epidermidis v Leche bovina
Bacterias Gram negativo

v Pseudomonas aeruginosa 1 v Agua de pozo

v Escherichia coli v Agua de pozo

<

v Klebsiella pneumoniae Compostaje de ave

5.1. Conservacion y propagacion de cepas bacterianas

Cada una de las cepas bacterianas, a excepcion de las pertenecientes al género
Streptococcus, se sembrd en cajas de Petri conteniendo Agar Cerebro Corazén (ACC)
mediante estrias por agotamiento con el ansa de Kolle, hasta lograr el desarrollo de
colonias aisladas. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Posteriormente, se
realizo la tincion de Gram a cada una de las colonias aisladas, logrando de esta manera
observar al microscopio Optico sus caracteristicas morfolégicas, tintoriales y pureza.

Todas las colonias bacterianas excepto los Streptococcus sp. se subcultivaron en
tubos que contenian ACC inclinado, los que se incubaron a 37 °C durante unas 24 h. Al
cabo de ese tiempo, los cultivos se conservaron a 4 °C, subcultivindolos mensualmente
a nuevos tubos de ACC. Paralelamente, estas mismas cepas se congelaron a -18 °C en
tubos viales conteniendo Caldo Cerebro Corazén (CCC), adicionando como
crioprotector 20% de glicerol.

Para la propagacion de cepas pertenecientes al género Strepfococcus se utilizo un
medio de cultivo denominado Agar Crecimiento Streptococcus (ACS). Las cepas de

Streptococcus sp. se aislaron mediante estrias por agotamientc en cajas de Petri
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conteniendo ACS; los aislamientos, una vez identificados, se subcultivaron en tubos
conteniendo ACS inclinado. Estos tubos se incubaron a 37 °C durante unas 24 h y los
cultivos obtenidos se conservaron a 4 °C, realizando subcultivos quincenales a nuevos
tubos de ACS. Para prolongar el tiempo de conservacién de estas cepas, los primo-
aislamientos se subcultivaron desde el ACS a tubos viales conteniendo el medio de
cultivo Leche Extracto de Levadura (LEL) adicionado de glicerol al 10%.
Inmediatamente después de sembrados estos tubos viales se congelaron a -18 °C.

La composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla en el Anexo 1.

5.2. Preparacion del inoculo bacteriano utilizado en los ensavos de actividad

antibacteriana

Con el fin de poder realizar comparaciones sobre la actividad antibacteriana de
las muestras de jalea real y la de sus correspondientes extractos, se efectuaron indculos
bacterianos estandarizados de todas las cepas estudiadas. Para ello, se trabajo con una
densidad adecuada de bacterias, la que oscilaba entre 10° y 10" UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colonias por mL). Esta concentracion bacteriana permitié lograr un
crecimiento confluente que fue apropiado para visualizar los correspondientes halos de
inhibicién del crecimiento.

Para lograr una densidad microbiana de trabajo que fuese adecuada, cada una de
las bacterias ensayadas se sembr6 a partir de los tubos de ACC (o de ACS en el caso de
Streptococcus sp.) que habian sido conservados a 4 °C, a tubos de hemolisis que
contenian 2 mL de CCC. Los tubos de hemélisis se incubaron en estufa a 37 °C durante
18 h, obteniendo asi cultivos denominados “overnight”. A partir de estos cultivos se
realizaron diluciones logaritmicas en base 10 (logjo) en Caldo Tripticasa Soya (CTS);
de cada una de estas diluciones se sembraron 100 pL, por duplicado, sobre Agar
Tripticasa Soya (ATS) contenido en placas de Petri para realizar de ese modo el
recuento de colonias bacterianas en superficie. Simultdneamente, en cada dilucion se
midi6 la absorbancia en un espectrofotoémetro a una longitud de onda (A) de 620 nm.
Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h y posteriormente se realizé el recuento en

aquellas placas que contenian entre 30 y 300 colonias. Asi, para los diferentes ensayos
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de actividad antibacteriana, se utilizaron como indculos bacterianos aquellas diluciones

correspondientes a un recuento bacteriano entre 108y 10’ UFC/mL.

6. Ensayos de evaluacion de la actividad antibacteriana de la jalea real

La actividad antibacteriana de las muestras de JR R y de JR NG fue estudiada
comparando tres metodologias (técnica de difusion en disco, técnica de dilucion en tubo
y técnica de difusién en pozo) para asi evaluar y seleccionar cudl de ellas es la més
eficiente para determinar esta actividad. Una vez obtenidos los resultados se continué
con la investigacion de las muestras de JR C y JR LP realizando la técnica de difusion
en pozo. Posteriormente estos estudios se completaron evaluando cuantitativamente la
actividad antibacteriana mediante la técnica de microdilucion en caldo en la muestra de

JR C.

6.1. Técnica de difusidn en disco

Alicuotas de 10pL de las diferentes diluciones de jalea real se prepararon tal
como se indica en el punto 3 de esta misma seccion. Estas diluciones se adsorbieron en
discos de papel de filtro estériles de 5 mm de didmetro. Los discos se colocaron sobre la
superficie de placas de Petri conteniendo Agar Miieller-Hinton (AMH) (NCCLS, 1987).
Las placas, previamente se sembraron en superficie con 100 pL del correspondiente
in6culo bacteriano, el cual se preparé6 como segun se indica en el punto 5.2 de esta
misma seccion. Una vez sembradas las placas se dejaron durante 30 min a temperatura
ambiente para permitir la difusion del indculo de los discos embebidos en el agar.
Luego, las placas se incubaron a 37 °C durante 24 h. Al cabo de la incubacién, se
midieron los didmetros de los halos de inhibicidn del crecimiento (Bauer y col., 1966,
Finelgold y Baron, 1992; NCCLS, 1990a). Todos estos ensayos se efectuaron por

triplicado.
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6.2. Determinacion la de concentracion inhibitoria minima (CIM) v de la concentracion

bactericida minima (CBM) de jalea real por la técnica de dilucion en tubo

Esta técnica se realiz6 con las muestras JR C y JR NG. Para la obtencion de CIM
se agregd 1 g de jalea real al primer tubo de una serie de 9 tubos conteniendo cada uno 1
mL de Caldo Miieller-Hinton (CMH). A partir del primer tubo se realizaron diluciones
logaritmicas en base 2 (logy) de la jalea real continuando hasta el tubo 8 inclusive.
Posteriormente, se agregd a cada tubo 1 mL del in6culo bacteriano con la densidad
correspondiente (ver punto 5.2 de ésta seccion). El tubo 9 (sin el agregado de jalea real),
se utiliz6 como control de crecimiento bacteriano. Paralelamente, se prepararon una serie
de tubos “blanco”. Para ello, se procedid de igual manera que la descripta anteriormente,
s6lo que se reemplazo el indculo bacteriano por 1 mL de CTS, caldo en que se realiz6 la
dilucién correspondiente para cada in6culo. Todos los tubos se incubaron a 37 °C y con
agitacion a 300 rpm durante 24 h para favorecer el continuo contacto de la jalea real con
el cultivo y evitar asi la precipitacion de la misma.

Luego de la incubacién se realizo la lectura de la absorbancia a una longitud de
onda A= 620 nm. A la absorbancia obtenida a partir de cada tubo se le resto la
absorbancia de su correspondiente blanco, obteniendo asi una absorbancia neta para cada
tubo. Los ensayos se realizaron por triplicado, obteniendo un valor promedio de
absorbancia neta para cada tubo.

Las concentraciones de jalea real obtenidas en cada tubo se detallan en la Tabla 9:

Tabla 9: Concentracion de jalea real evaluada por la técnica de dilucion en tubo

Tubo N° Concentracion de jalea real (mg/mL)

1 250

2 125

3 62,5

4 31,3

5 15,6

6 7,8

7 3,9

8 1,95

9 0 (Control de crecimiento bacteriano)
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La CIM se obtuvo graficamente utilizando el programa ORIGIN 6.0, siendo la
misma el punto de interseccion de dos regresiones lineales realizadas en un grafico donde
el eje Y correspondié a las absorbancias netas, obtenidas de los tubos, y el eje X a las
concentraciones de jalea real de cada tubo en mg/mL (Devienne y Raddi, 2002).

Se determiné también la CBM, que corresponde a la concentraciéon minima de
jalea real que es capaz de eliminar a las bacterias. Para ello, a partir de los tubos 1 a 9 se
depositaron 100 pL sobre la superficie de placas de Petri conteniendo AMH. Las placas
se incubaron a 37 °C durante 24 h considerando la ausencia de crecimiento como
resultado positivo de la accion bactericida de las muestras de jalea real. Los ensayos se

realizaron por triplicado (Bauer y col., 1966; Finelgold y Baron, 1992; NCCLS, 1990b).

6.3. Determinacién de la concentracion inhibitoria minima (CIM) de jalea real por la

técnica de difusion en pozo

En placas de Petri, se sembr6 por el método de la placa vertida en AMH, 200 uL
de los in6culos bacterianos (preparados segin lo descripto en el punto 5.2 de esta
seccion) de cada una de las cepas pertenecientes al género Staphylococcus, M. luteus 'y
bacterias Gram negativo. Aunque el NCCLS indica la utilizacion de AMH, adicionado
con sangre de carnero al 5 %, para determinar la susceptibilidad a jalea real o sus
componentes activos en aquellas cepas bacterianas pertenecientes a los géneros
Streptococcus 'y Enterococcus, en el presente trabajo de Tesis se utiliz6 ACC debido a
que no fue posible adquirir el AMH adicionado con sangre de carnero al 5%. Por lo
tanto, se sembraron 100 pL de los indculos bacterianos de tales cepas (preparados segin
lo descripto en el punto 5.2 de esta seccién) sobre la superficie de ACC, los cuales se
esparcieron con espatula de Drigalsky hasta su absorcion total NCCLS, 1987).

A continuacién, con sacabocados, se realizaron orificios o pozos de 5 mm de
diametro en el agar cuya profundidad llegé hasta el fondo de la placa. En los pozos se
depositaron 50 pL. de cada una de las diferentes diluciones de jalea real (preparada segtin
lo descripto en el punto 3 de esta seccion). Luego, las placas se dejaron a temperatura
ambiente durante 30 min para permitir la difusion de las diluciones y, posteriormente, se
incubaron sin invertir a 37 °C durante 24 h. Al cabo de la incubacién se midieron los

halos de inhibicion del crecimiento formados alrededor de cada pozo u orificio. Se
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determiné la CIM como la concentraciéon minima de jalea real que fue necesaria para
inhibir completamente el crecimiento bacteriano (Finelgold y Baron, 1992). La
composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla en el Anexo I.

Todos estos ensayos se realizaron por triplicado con la totalidad de las cepas
bacterianas utilizando la muestra JR C mientras que para las muestras JR R, JR NG y JR
LP soélo algunas de las cepas pudieron ser evaluadas por ser insuficiente la cantidad de
JR disponible para realizar los ensayos, tal como se explicé en el punto 1 de esta

seccion.

6.3.1. Andlisis estadistico

Los valores de CIM obtenidos por la técnica de difusién en pozo se analizaron
estadisticamente. Para el andlisis, las bacterias se agruparon en cuatro grupos o
categorias: Enterococcus sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp. y bacterias Gram
negativo. Para comparar los valores de CIM obtenidos con los distintos grupos
bacterianos y con los diferentes lugares de procedencia de las muestras de jalea real
(Regional, Norte Grande, Corrilobo y La Pampa) se llevé a cabo un ANOVA (Analisis
de Varianza) de dos vias y, a posteriori, se realizé un test de Tukey para cada factor.
Este test compara pares de medias: en el caso del grupo bacteriano se comparan las
medias de los cuatro grupos entre si y, para el caso del lugar de procedencia, se
comparan las medias de los cuatro lugares entre si. Los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianzas se verificaron utilizando el test de Shapiro-Wilks y

Levenne, respectivamente.

6.4. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de jalea real por la

técnica de microdilucion en caldo

Para evaluar la actividad antibacteriana por la técnica de microdilucion en caldo
utilizé la muestra de JR C siguiendo la metodologia descripta por Mann y Markham
(1998) con algunas modificaciones, pues en lugar de la resarzurina se utiliz6 como
indicador del crecimiento bacteriano una solucion del colorante vital cloruro de 2,3,5 -

trifenil tetrazolio (TTC) al 0,05 % p/v. De acuerdo a la bibliografia, las sales de
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tetrazolium son utilizadas en diversas concentraciones (Bedwell y col., 2001; Gende y
col., 2008; Lee y col., 2007; Masoko y col., 2005; Pereira y col., 2005); en el presente
trabajo, a concentraciones del colorante menores que 0,05 % p/v, la visualizacién del
cambio de color no se observé correctamente debido a que el color rosa fue poco
notorio.

Se preparé una “soluciéon madre” de 500 mg/mL de JR C diluida en agua
destilada estéril, pues esa fue la concentracion mas alta en la cual la JR C per se fue
incapaz de reducir el TTC a formazan. A partir de esta soluciéon madre se realizaron
diluciones sucesivas en base log; usando una solucién acuosa de agar-agar al 0,15 %, la
cual fue utilizada como emulsificante. En una microplaca de 96 pocillos se colocaron
desde el pocillo 2 al 10, 170 pL del in6culo bacteriano a estudiar, que se preparé como
se describi¢ en el punto 5.2 pero suplementado con agar-agar al 0,15 %. Se agregaron
20 pL de cada una de las diluciones de JR C en los pocillos. En el pocillo 1 se procedi6
de igual manera, pero se adicionaron 20 pL de la “solucién madre” de JR C sin diluir.
Por ultimo, se adicionaron 10 uL del TTC al 0,05 % p/v en todos los pocillos. La
microplaca se incubdé a 37 °C durante 24 h y la lectura de las microplacas se efectud
visualmente para determinar la CIM considerando a la misma como la ltima dilucion
de JR C que no presenté ningun color rosado o rojo, donde el pocillo permanecié sin
cambios de color.

Los ensayos se realizaron por triplicado. Se realizaron controles positivos y
negativos. El control positivo de crecimiento bacteriano consistié en 170 pL del indculo
a ensayar, 20 uL del diluyente sin jalea real (solucion de agar-agar al 0,15 %) mas 10pL
de TTC; mientras que el control negativo consistié en 170 ul. de CMH suplementado
con solucion de agar-agar al 0,15%, 20 pL de la correspondiente dilucion de JR C y
10uL de TTC.

La composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla en el Anexo 1.

7. Ensayos de actividad antibacteriana de extractos etéreos (EE) vy extractos

desgrasados (ED) de jalea real por la técnica de difusion en pozo

Para evaluar la actividad antibacteriana, los EE de las JR NG, JR C y JR LP

(obtenidos como se explicé en el punto 4 de esta seccién) se disolvieron en dimetil
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sulféxido (DMSO), pues resultd el solvente més indicado para disolver lipidos de JR, ya
que produce una disolucidon completa de los mismos sin ejercer efecto inhibitorio sobre
las cepas bacterianas utilizadas. Se obtuvieron “soluciones madres” puras de EE de JR
NG con una concentracién de 68 mg/mlL, de EE de JR C con 66 mg/mL y de EE de JR
LP con 84 mg/mL. A partir de cada una de las soluciones madres se realizaron
diluciones en base log, en DMSO obteniendo las diluciones desde 2 a 1/64.

Los ED remanentes se disolvieron con agua destilada estéril y se prepararon
“soluciones madres” con una concentracién de 470 mg/mL (para el ED de JR NG), de
400 mg/mL (para el ED de JR C) y de 550 mg/mL (para el ED de JR LP). A partir de
las mismas se realizaron diluciones en base logs en agua destilada estéril, obteniendo las
diluciones desde Y2 a 1/64.

Los indculos bacterianos fueron preparados segin lo descripto en el punto 5.2 de
esta seccidn. En placas de Petri, se sembré por el método de la placa vertida en AMH,
200 pL de los inéculos bacterianos de las cepas de Staphylococcus sp. y bacterias Gram
negativo utilizadas en este ensayo. Las cepas de Streptococcus sp. y Enterococcus sp. se
sembraron en superficie de placas de Petri con ACC, colocando 100 pL de los
correspondientes indculos, los cuales se esparcieron con espatula de Drigalsky hasta su
absorcion total.

Luego se procedié de acuerdo con la técnica descripta en el punto 6.3 de esta
seccion hasta obtener la medida del diametro de los halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano formados alrededor de cada pozo u orificio. Todas las determinaciones se
realizaron por triplicado. La composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla

en el Anexo I.

8. Ensayo de la actividad antibacteriana de extractos lipidicos de jalea real por la

técnica de bioautografia indirecta

8.1. Separacién de compuestos de los extractos etéreo (EE) vy hexdnico (EH) de jalea

real por cromatografia en capa delgada (CCD)

Para la realizacién de la técnica de CCD, se utilizaron cromatofolios de

diferentes tamafios dependiendo del ensayo, compuestos por una fase estacionaria (FE)
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polar de silica gel, 2-25 pm; con un espesor de la capa de 0,2 mm y un didmetro de poro
medio de 60 A, con indicador de fluorescencia 254 nm (Fluka). Esta FE contiene un
gran nimero de grupos hidroxilos que interactian con los grupos funcionales de los
lipidos. Como resultado, las moléculas lipidicas son separadas de acuerdo al nimero de
las funcionalidades polares, y, en algunos casos, de acuerdo a su localizacién espacial.
Las CCD de silica gel requieren fases méviles menos polares y para la separacion de
lipidos simples se requiere la utilizacién de dos o tres solventes (Momchilova y
Nikolova-Damyanova, 2008).

En principio, se prepararon diferentes “soluciones madres” (dependiendo del
ensayo a realizar) de los extractos de cada muestra. Se utilizo éter etilico como solvente
para los EE y hexano para los EH. A continuacion, con un capilar, se realiz6 la siembra
del extracto a probar, obteniendo una banda de un 1 cm de ancho. Los cromatofolios se
corrieron en una camara de desarrollo, previamente saturada con los vapores de la fase
movil (FM). Se evaluaron diferentes FM a fin de obtener aquellas que mostraran mejor
resolucion de los compuestos bajo estudio. Una vez obtenidos los cromatogramas, se
dejaron secar y se observaron bajo luz ultravioleta (UV) a 254 nm; posteriormente, se
seleccionaron aquellas donde se visualizaban bandas separadas y definidas,
correspondientes a diferentes compuestos presentes en el extracto y se midieron los

factores de retencidn (Ry) de las mismas.

8.2. Técnica de bioautografia indirecta

Los ensayos se realizaron, en un principio, sobre la cepa de referencia
Staphylococcus aureus MS 1 ATCC 25923. La eleccion de la misma se debid a que
resultd ser una de las cepas maés sensibles a las muestras de JR C y JR NG completas,
siendo ademads una cepa de referencia.

Asimismo y a modo comparativo para el EE de JR C, se realizaron ensayos de
bioautografia utilizando las cepas que resultaron ser las mas sensibles dentro de cada
grupo de bacterias aisladas de mastitis bovina, cuando se analizaron por la técnica de
difusién en pozo con JR C completa. Las cepas utilizadas fueron Staphylococcus aureus

A, Streptococcus agalactiae B y Escherichia coli B.
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Cada uno de los cromatogramas que fueron desarrollados y seleccionados para
realizar este ensayo se colocaron dentro de cajas de Petri y se esterilizaron por exposicién
a la luz UV durante 1 h. Posteriormente, se agregd sobre cada uno de ellos, 15 mL de
AMH semisdlido (ver composicion del medio de cultivo en Anexo I) conteniendo, en
primera instancia, 200 pL del indculo bacteriano y, posteriormente, para mejorar la
visualizacion de las zonas de inhibicion del crecimiento, se aumentd la cantidad del
in6culo a 1.000 pL del mismo. La cantidad de inéculo bacteriano adicionado se fue
modificando a fin de mejorar la visualizacion de las zonas de inhibicion del crecimiento.
Ademas, se adiciond 1 mL de solucién de TTC al 0,05% (p/v) para favorecer también
dicha visualizacién (Gende y col., 2008; Pereira y col., 2005). Las placas se incubaron a
37 °C durante 24 h. Las bacterias muertas por accion del antibacteriano en los
cromatogramas no fueron capaces de reducir el colorante vital TTC, por lo que no se
observé el color rojizo caracteristico del formazéan en las zonas correspondientes a las
bandas del compuesto activo en el extracto y esas zonas decoloradas se identificaron
como las zonas de inhibicién del crecimiento bacteriano.

La composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla en el Anexo L.

9. Ensayos de_actividad antibacteriana _de la_fraccion_lipidica activa (FLA) del

extracto etéreo de JR C por la técnica de microdilucion en caldo

9. 1. Obtencidn de la fraccidn lipidica activa mediante cromatografia en columna de

stlica

Para la realizacion del presente ensayo se utiliz6 la muestra JR C debido a que,
de todas las muestras estudiadas en el presente trabajo de investigacion fue la mas
activa. Se prob6 sobre un mayor numero de cepas bacterianas y fue la tnica que se pudo
conseguir en mayor cantidad.

A fin de separar y obtener cada uno de los diferentes compuestos del EE de JR
C, que previamente fueron estudiados por CCD, se procedié a realizar la siembra del EE
de JR C en una columna de vidrio, con la finalidad de realizar una cromatografia en
columna y obtener asi mayor cantidad de los componentes en estudio. Para ello, un

gramo EE de JR C se disolvid en éter etilico y se mezcld con una pequefia cantidad de
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silica gel, se evapor6 el solvente y se agregé un pequefio volumen de hexano, suficiente
para resuspender la mezcla de EE y silica gel. La mezcla fue agregada sobre la
superficie de una columna de vidrio conteniendo 25 g de silica gel (60 A de tamafio de
poro y 35-75 pm de tamaifio de particula) como FE, cuidando de no generar disturbios
en la misma. Se utiliz6 una mezcla de Et:H en proporciones 65:35 como FM y se aplicé
presion (P) mediante N, gaseoso permitiendo un flujo constante de la FM a través de la
columna hasta que la superficie de la misma comenzé a secarse, consiguiendo asi el
drenaje de los componentes de la muestra dentro de la columna (Pavia y Lampman,
1988; Pomeranz y Meloan, 1994). Se colectaron 113 fracciones de volumen conocido
en viales de vidrio limpios. Luego, se evapord el solvente de cada vial en bafio de agua
termostatizado a 40 °C aproximadamente hasta reducir el volumen.

Con la finalidad de monitorear la separacién por cromatografia en columna, se
realizd CCD sembrando el contenido de cada vial en cromatofolios de igual
caracteristica a los que fueron utilizados en el punto 8.1. Los cromatofolios se
desarrollaron utilizando la misma FM que la agregada a la columna y luego de secarse a
temperatura ambiente durante unos minutos se observaron bajo luz UV (Pavia y
Lampman, 1988; Pomeranz y Meloan, 1994). Posteriormente, el volumen contenido en
los viales de vidrio correspondientes a una misma fraccidn, que previamente habian sido
obtenidos a partir de la cromatografia en columna, se recolectaron en recipientes
limpios y previamente tarados. La fraccion lipidica activa (FLA), correspondiente a un
Ry: 0,22 y que mostré actividad antibacteriana por la técnica de biautografia indirecta, se
conservé en heladera hasta su utilizacion para evaluar la actividad antibacteriana por la
técnica de microdilucién en caldo.

Ademas, se sembré en CCD el 10-HDA como patrén a fin de realizar estudios
comparativos, ya que es el principal 4cido graso de la jalea real y posee actividad

antibacteriana (Blum y col., 1959; Fujiwara y col., 1990; Hornitzky, 1998).
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9.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIL

lipidica activa (FLA) del EE de JR C y del dcido 10-hidroxi-2-decenocico (10-HDA

patron por la técnica de microdilucion en caldo

Se procedio a evaluar la actividad antibacteriana de la FLA del EE de JR C y del
10-HDA sobre cepas bacterianas causantes de infecciones superficiales en seres
humanos y mastitis en bovinos por la técnica de microdilucion en caldo, siguiendo la
metodologia descripta por Mann y Markham (1998) con las modificaciones ya
explicadas anteriormente. Se preparé una “solucion madre” de aproximadamente 24 mg
de FLA del EE de JR C /mL, incapaz de reducir al indicador, en una mezcla estéril de
DMSO/agar-agar al 0,15 % en proporcién 50:50. Ademas, se preparé una “soluciéon
madre” de aproximadamente 28 mg del 10-HDA/mL. A partir de ambas, se realizaron
diluciones log; en una soluciéon de agar-agar al 0,15 %. En una microplaca de 96
pocillos se colocaron desde el pocillo 1 al 10, 170 pL del in6culo bacteriano en CMH
suplementado con agar-agar al 0,15 %. Se agregaron 20 pL de las diluciones de la FLA
del EE de la JR C (o del 10-HDA) en los pocillos 2 a 10. En el pocillo 1 se adicionaron
20 pL de la “solucion madre” sin diluir, de la FLA o del 10-HDA, segin
correspondiera. Por ultimo, se adicionaron 10 pL de la solucidén de TTC al 0,05 % p/v
en todos los pocillos. La microplaca se incubé durante 24 h a 37 °C. Al cabo de la
incubacién, la CIM se determiné visualmente. Esta, fue determinada como la menor
dilucion de FLA (o del 10-HDA) que no presenté color rosado o rojizo (el pocillo
permanece sin cambios de color).

Los ensayos se realizaron por triplicado. Se realizaron controles positivos y
negativos. El control positivo de crecimiento bacteriano consistié en 170 pL del inéculo
a ensayar, 20 puL del diluyente sin FLA o 10-HDA (agar-agar al 0,15 %) mas 10 pL de
TTC al 0,05 % p/v; mientras que el control negativo consistié en 170 pL. de CMH
suplementado con agar al 0,15%, 20 ul. de cada dilucién de FLA (o del 10-HDA) y
10pL de solucion de TTC al 0,05 % p/v. El control negativo se realizé con la finalidad
de descartar la posibilidad de que cada dilucion de la FLA reduzca el TTC.

La composicion de los medios de cultivo utilizados se detalla en el Anexo I.
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10. Estudio de la composicion quimica de la fraccion lipidica activa del EE de JR C

A fin de caracterizar quimicamente el compuesto con actividad antibacteriana de
la FLA del EE de JR C se procedio a realizar una cromatografia gaseosa con detector de

ionizacion de llamas (GC-FID).

10.1. Derivatizacién de la fraccidn lipidica activa (FLA) v del dcido 10-hidroxi-2-
decenoico (10-HDA)

Debido a que la FLLA del EE de JR C mostré una tnica banda cuando se realizo
la CCD con un R¢: 0,22, y que el Redel 10-HDA patrén coincidié con el de la muestra,
se pudo suponer que la FLA estaria compuesta por dicho acido graso. Con la finalidad
de poder estudiar por GC la composicion quimica de la FLA del EE de JR C se realiz6
la derivatizacion de la misma y del 10-HDA patrén, utilizando trimetilsilil -
diazometano disuelto en hexano, para obtener los correspondientes FAME volatiles. Se
pes6 aproximadamente 2,5 mg de la FLA y del 10-HDA en frascos limpios.
Posteriormente, se solubilizaron en 1 mL de una mezcla de metanol:hexano en
proporcion 9:5, luego se adiciond a la soluciéon 200 pL de metanol en exceso. A la
mezcla se agregd trimetilsilil — diazometano gota a gota hasta que perdur6 el color
amarillo. La reacciéon se realiz6 a temperatura ambiente durante 30 min. Luego se
evapor6 el solvente bajo corriente de N,. Se agregaron 500 pl. de hexano y se procedid

a inyectar en el cromatografo gaseoso (Park y col., 2001).

10.2. Cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llamas (GC-FID)

Se realiz6 una GC-FID para de estudiar la composicién quimica de la FLA del
EE de JR Cy corroborar, por medio de la inyeccién del patron 10-HDA, la presencia de
este 4cido graso con propiedades antibacterianas en la muestra JR C. Se utilizd
nitrégeno como gas transportador y una columna HP5 (longitud: 30 m, diametro
interno: 0,25 mm y espesor de pelicula: 0,25 um). Se realiz6 un gradiente de
temperaturas de 70 °C a 250 °C a una velocidad de 10 °C/ min. Temperatura del

inyector: 250 °C.
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1. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras de jalea real

Tras los ensayos fisicoquimicos realizados a fin de caracterizar las muestras de
jalea real, se obtuvieron los valores correspondientes para cada determinacién y se
compararon con las correspondientes exigencias del CAA en cuanto a las caracteristicas
analiticas de composiciéon que debe poseer una muestra de jalea real virgen no

liofilizada (Tabla 10) (Cédigo Alimentario Argentino actualizado, 2010b).

Tabla 10: Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de jalea real estudiadas en
comparacion con lo exigido por el CAA para jalea real virgen no liofilizada

Anilisis fisicoquimicos JRR | JRNG | JRC | JRLP | Exigencias del CAA

65 60,3 | 655 | 655 60 - 70 %

42 3,7 3,9 43 34-45%

19 23 24 25 23-48%

11 13,7 | 102 11 11-15%

4.4 3,8 6,4 5 5-7%

4,6 0,9 1 1,1 0,8-1%

7,5 9 11 10 10-15%

2,6 2,2 2,4 2,6 Méximo: 5 %
0,7 0,7 1,1 0,9 0,8-1,2

En base a los resultados obtenidos, se observa que la muestra de JR NG cumplié
con lo exigido por el CAA en cuanto a humedad, pH, indice de acidez, proteinas,
cenizas y sacarosa. El valor obtenido para el contenido lipidico total, tras la aplicacién
de la metodologia anteriormente descripta, se encuentra levemente por debajo del
minimo exigido por la normativa argentina. Lo mismo sucede con los azicares
reductores determinados por HPLC.

Para el contenido lipidico total, la diferencia podria ser debida a la metodologia
empleada, mientras que, en el segundo, la diferencia podria deberse a que mediante
HPLC s6lo se determinaron glucosa y fructosa como azicares reductores. Es por esto
que la relacién azucares reductores/proteinas es menor al valor minimo exigido, ya que
el valor obtenido de azicares reductores en la muestra esta por debajo de él. La
bibliografia consultada cita otros valores para el contenido lipidico total en jalea real

fresca, donde el intervalo es mas amplio respecto del exigido por CAA, siendo el mismo
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del 3 al 8%. Esta diferencia podria deberse a que dichos valores corresponden a un
estudio comparativo entre las distintas metodologias empleadas por diferentes autores
para realizar las determinaciones de lipidos totales de muestras de jalea real en distintos
paises, tales como Suiza, Bulgaria, Brasil, Italia, entre otros. Por el mismo motivo,
también existen variaciones en los valores de otros pardmetros fisicoquimicos de jalea
real, como el contenido de agua, proteinas totales, carbohidratos, minerales, etc. Los
valores obtenidos por los diferentes autores, en general, son similares. No obstante, la
variabilidad en algunos parametros (azicares y lipidos) puede deberse a que las
muestras de jalea real provienen de diferentes lugares, de diferentes tiempos de
produccion, sumado a que se utilizan diferentes métodos de muestreo y diferentes
metodologias analiticas (Sabatini y col., 2009).

Por lo tanto, se determiné que la muestra JR NG cumple con el CAA analizando
en conjunto los valores de los andlisis fisicoquimicos, lo que asegura su pureza y
autenticidad en cuanto a su composicion; esto permitié seguir con el estudio de sus
propiedades antibacterianas. La JR NG se utilizé6 como muestra de referencia en los
ensayos de actividad antibacteriana, debido a que se considera una muestra confiable en
cuanto a su procedencia, ya que se conocen los procedimientos de obtencién y
recoleccion, los que se encuentran bajo la supervision continua del Programa Apicola
(PROAPI) dependiente de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y
Alimentacion de la Nacion (SAGPyA).

La muestra de JR R, cumple con las exigencias del CAA con respecto a:
humedad, pH, proteinas y sacarosa. El analisis de lipidos arrojé un valor levemente
inferior en comparaciéon con el exigido por el CAA. Ademas, el indice de acidez es
menor al valor minimo exigido. Se podria deducir que la muestra posee menor cantidad
de 4cidos si se correlaciona el indice de acidez con el valor de pH obtenido (pH: 4,2), el
cual se encuentra cerca del valor superior que acepta el CAA. Con respecto al
porcentaje de cenizas, el valor obtenido es aproximadamente 5 veces superior al
maximo permitido. Por otro lado, existen trabajos que indican que el contenido de
cenizas en jalea real fresca se encuentra en un intervalo del 0,8 al 3,0%. En la jalea real,
la cantidad de polen, asi como la cera visible y particulas larvales deberia ser minima.
Por lo tanto, el alto porcentaje de cenizas obtenido en la muestra JR R podria deberse a

deficiencias en los procedimientos de recoleccién de la muestra en las colmenas,
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pudiendo contener la misma resios de cera y polen, entre otras impurezas (Sabatini y
col., 2009). El valor obtenido en el andlisis de azicares reductores por HPLC
corresponde a 2,5 % menos del valor minimo exigido. Esta diferencia podria estar
relacionada con la metodologia utilizada. La relacion aziicares reductores/proteinas es
menor al valor minimo exigido, ya que el valor obtenido de azicares reductores en la
muestra estd por debajo de lo normal, como ocurre en el caso de JR NG.

Las muestras JR C y JR LP cumplieron con lo exigido por el CAA con respecto
a las determinaciones fisicoquimicas, aunque el valor para el porcentaje de proteinas de
la muestra JR C, tras la aplicaciéon de la metodologia anteriormente descripta, se
encuentra levemente por debajo del minimo exigido por la normativa. En base a los
resultados obtenidos en cuanto a la caracterizacién fisicoquimica de las muestras JR C y
JR LP y, analizando los mismos en conjunto, se determiné que ambas muestras
estudiadas cumplen con el CAA, lo que asegura su pureza y autenticidad en cuanto a su
composicion; esto permitié continuar con el estudio de sus propiedades antibacterianas.

La muestra de JR R demostr6é ser de menor calidad que el resto debido a que
cumplié en menor grado con las exigencias del CAA. No obstante esto, se puede
afirmar que la muestra de JR R es pura, ya que, en general, los valores obtenidos se
encuentran dentro de los intervalos exigidos por el CAA.

En cuanto a color, olor, sabor y aspecto todas las muestras estudiadas mostraron
las tipicas caracteristicas organolépticas descriptas por el CAA; todas estas muestras de
JR se presentaron como sustancias blanquecinas de consistencia gelatinosa, a menudo
no homogénea debido a la presencia de granulos insolubles de variado tamaiio.

En la literatura se indica la composicién de los componentes principales de la
jalea real, como son las proteinas totales, carbohidratos y lipidos. Los valores obtenidos
por los diferentes autores son bastante similares a pesar de la alta variabilidad de
algunos de lo parametros (aztcares y lipidos). Esta variabilidad podria deberse a que los
resultados presentados se refieren a muestras tomadas en diferentes lugares y en
diferentes momentos de la produccioén, ademds se utilizaron diferentes métodos de
muestreo y andlisis. Por otra parte, la jalea real naturalmente no es homogénea y las
condiciones ambientales no influyen significativamente en los componentes principales

(Sabatini y col., 2009).
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2. Andilisis de carbohidratos de las muestras de jalea real por HPLC

Todos los ensayos se realizaron por triplicado inyectando en el cromatografo
cada una de las muestras estudiadas. Asimismo se inyectd por separado cada patrdn,
también por triplicado, pues de esta manera se pudieron conocer los tiempos de
retencion correspondientes a cada uno de los azicares que fueron estudiados.
Posteriormente, se procedié a realizar la inyeccién de la mezcla de patrones para
comparar estos cromatogramas obtenidos con los de las muestras. En la Figura 7 se

muestra el cromatograma obtenido tras la inyeccion de la mezcla de los tres patrones.

10000+ Mezcla de patrones: glucosa, fructosa y sacarosa
Glucosa
Fructosa
5000 + {\

©
= |
[+]
Z |

|

\ \ Sacarosa
|

\\/\

0 é 1|0 ‘ 1I5 '

Tiempo (min)

[ S S

Figura 7: Cromatograma correspondiente a la mezcla de patrones: glucosa, fructosa'y
sacarosa (1,0 x 10 M) Volumen de inyeccién: 20 pL

En este cromatograma se puede cbservar que el tiempo de retencién para la
glucosa corresponde a 8,5 min aproximadamente. En cuanto a fructosa su tiempo de
retencion es de 9,5 min y para sacarosa es de 13 min, aproximadamente.

En la Figura 8 se muestra el cromatograma obtenido tras una de las inyecciones

de JR R. Se observa un cromategrama similar al obtenido con la inyeccion de la mezcla
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de patrones (Figura 7), donde los tiempos de retencion son semejantes y comparables.

Ademas, dicha muestra posee los tres carbohidratos analizados y aparentemente, bajo

las condiciones cromatograficas utilizadas, no se observan otros picos diferentes de los

correspondientes a los carbohidratos estudiados.
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Figura 8: Cromatograma correspondiente a la inyeccion de JR R.

Volumen de inyeccion: 20 uL

Como los ensayos se realizaron por triplicado, los valores informados en estos

graficos corresponden al valor promedio. En base a las areas promedios de cada pico se

realizaron los correspondientes cilculos teniendo en cuenta los patrones utilizados. Los

resultados se expresan como % p/p (g/100g jalea real):
v" JR R: Glucosa: 4 %; Fructosa: 3,5 % y Sacarosa: 2,6 %. Azicares reductores
(glucosa mas fructosa): 7,5 % (Tabla 10).

El cromatograma obtenido después de una de las inyecciones de JR NG se

muestra en la Figura 9, en el cual también se observa un cromatograma que es similar al

obtenido tras la inyeccion de la mezcla de patrones (Figura 7), con tiempos de retencion

que son semejantes y comparables. Del mismo modo que en la muestra de JR R, la JR
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NG posee los tres carbohidratos analizados y aparentemente, bajo las condiciones

cromatograficas utilizadas, no se observan otros picos diferentes de los correspondientes

a los carbohidratos estudiados.
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Figura 9: Cromatograma correspondiente a la inyeccion de JR NG.

Volumen de inyeccion: 20 pL

En base a las areas promedios de cada pico se realizaron los correspondientes

calculos teniendo en cuenta los patrones utilizados. Los resultados se expresan como %

p/p (g/100g jalea real):

v JR NG: Glucosa: 4,6%; Fructosa: 4,4% y Sacarosa: 2,2%. Azucares reductores
(glucosa mas fructosa): 9% (Tabla 10).

Los cromatogramas obtenidos tras las inyecciones de JR C y JR LP (no

mostrados), resultaron similares al obtenido con la inyeccidon de la mezcla de patrones

(Figura 7), con tiempos de retencion semejantes y comparables. Al igual que lo

obtenido con las muestras JR R y la JR NG, las muestras JR C y JR LP poseen los tres

carbohidratos analizados y aparentemente, bajo las condiciones cromatogréficas

utilizadas, tampoco se observan otros picos diferentes de los correspondientes a los

carbohidratos estudiados.
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En base a las areas promedios de cada pico se realizaron los correspondientes
calculos teniendo en cuenta los patrones utilizados. Los resultados se expresan como %
p/p (g/100g jalea real):

v JR C: Glucosa: 5%; Fructosa: 6% y Sacarosa: 2,4%. Azhcares reductores

(glucosa mas fructosa): 11% (Tabla 10).

v" JR LP: Glucosa: 5,5%; Fructosa: 4,5% y Sacarosa: 2,6%. Azicares reductores

(glucosa mas fructosa): 10% (Tabla 10).

Los principales azicares encontrados en jalea real corresponden a glucosa,
seguida de fructosa y sacarosa. Dependiendo de la edad y los alimentos de la colmena la
glucosa constituye entre el 50 y 70% del total de los aztucares (Chen y Chen, 1995). Al
igual que en la miel, los monosacaridos fructosa y glucosa son los principales azicares

de la jalea real (Sabatini y col., 2009).

3. Obtencion de extractos lipidicos y extractos desgrasados de jalea real

Ha sido particularmente interesante estudiar la fraccidn lipidica de la jalea real,
dado que el acido graso 10-HDA que se encuentra en gran proporcion en esta fraccion.
Este acido graso posee propiedades antitumorales, inhibe la sintesis del colesterol y
posee accion antiinflamatoria, entre otras (Tani y col., 2009). Ademas de las
propiedades anteriormente mencionadas, se ha sugerido que ademas posee accidn
antibacteriana contra distintos microorganismos, tales como B. subtilis, S. aureus, E.
coli, S. hemolyticus, Enterococcus sp., etc., tanto in vivo como in vitro (Hornitzky,
1998; Isidorov y col., 2011; Melliou y Chinou, 2005). Asimismo, es conocida la
actividad antibacteriana de los extractos desgrasados de jalea real, debido a la presencia
de proteinas que poseen dicha propiedad, tales como la royalisina y las jelleinas
(Fujiwara ycol., 1990; Fontana y col., 2004).

Por lo tanto, se procedi6 a evaluar la actividad antibacteriana de los extractos
lipidicos y de los correspondientes extractos desgrasados de las muestras JR NG, JR Cy
JR LP para de realizar comparaciones y determinar la presencia de actividad

antibacteriana en ambos extractos de muestras de jalea real argentinas.
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Una vez que fue realizada la liofilizacién a partir de 20 g de cada muestra de
jalea real, se obtuvieron aproximadamente unos 7 g de extracto seco. El extracto fue
colocado en un cartucho de papel y luego sometido a la técnica de extraccién continua
utilizando un extractor Soxhlet. Por esta técnica la mayor cantidad de lipidos fueron
extraidos con éter etilico (lipidos polares) y una menor cantidad se extrajo con hexano
(lipidos no polares). Resultados similares han sido informados por otros autores
(Lercker y col., 1981).

De la JR NG se obtuvieron circa 680 mgen el EEy 100 mgen el EH; delaJR C
circa 840 mg en el EE y 40 mg en el EH; y de la JR LP circa 700 mg en el EE y 60 mg
en el EH. Luego de la aplicacion de la metodologia anteriormente descripta el
rendimiento de lipidos, a partir de las muestras liofilizadas, fue de un 11 % para JR NG
y JR LP y de un 13 % para JR C. Estos valores se corresponden con los exigidos por el
CAA para el contenido lipidico total en jalea real liofilizada, los cuales se encuentran
dentro de un intervalo variable entre un 10% al 35% (Codigo Alimentario Argentino
actualizado, 2010b). Es importante aclarar que el porcentaje obtenido corresponde a los
lipidos extraidos a partir de la utilizacién de dos solventes. Una vez realizada la
obtencion de los correspondientes extractos lipidicos con los solventes, en los cartuchos

permanecieron los extractos desgrasados remanentes de cada muestra.

4. Preparacion del indculo bacteriano estandarizado utilizado en los ensayos de

actividad antibacteriana

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos en los recuentos expresados
en UFC/mL para cada una de las cepas bacterianas utilizadas en el presente trabajo de
Tesis y sus correspondientes diluciones. Estas diluciones fueron posteriormente
utilizadas para efectuar los diferentes ensayos de evaluacién de la actividad
antibacteriana. Como puede observarse, en la mayoria de las bacterias los recuentos
6ptimos eleccionados para ser utilizados (entre 10° y 10’ UFC/mL) correspondieron a la
primera o segunda dilucién decimal que se realizé a partir del cultivo que habia sido

incubado durante unas 18 h (“cultivo overnigth™).
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Tabla 11: Estandarizacion del indculo bacteriano de cada cepa a ensayar

Cepas bacterianas Gram positivo Dilucién UFC/mL
Enterococcus faecalis 1 10" 3,2x 10
Enterococcus faecalis 2 10 8,3 x 10°
Enterococcus faecalis 3 10" 1,5x 10"
Enterococcus faecalis 4 10" 3,5x 10
Enterococcus faecium 10" 2,7x 10’
Staphylococcus aureus MS1 10" 3,8x 10’
Staphylococcus aureus MS2 10" 4,9 x 10’
Staphylococcus aureus MR1 10 1,1 x 10’
Staphylococcus aureus MR2 10” 1,3 x 10’
Staphylococcus aureus A ' 107 3,4x 10’
Staphylococcus aureus B 10” 2,5x 10
Staphylococcus aureus C 10* 1,5 x 10’
Staphylococcus aureus D 10" 3,2x 10
Staphylococcus aureus E 10" 3,5x 10
Staphylococcus aureus F 10" 5,8x 10’
Staphylococcus aureus G 10" 3,9x 10
Staphylococcus aureus H 10~ 1,8x 10’
Staphylococcus aureus M 10" 1,9 x 10
Staphylococcus aureis O 10" 4,1 x 10’
Staphylococcus epidermidis 10" 2,7x 10
Streptococcus agalactiae 1 10" 6,3 x 10’
Streptococcus agalactiae 2 10 1,4 x 10’
Streptococcus agalactiae 3 10" 5,9 x 10’
Streptococcus agalactiae A 107 54 x 10’
Streptococcus agalactiae B 10" 7.6 x 10’
Streptococcus agalactiae C 10" 6,5x 10’
Streptococcus agalactiae D 10 2,3 x 10
Streptococcus agalactine E 10 3,1 x 10
Streptococcus dysgalactiae 1 10" 52x 10’
Streptococcus dysgalactiae 2 10" 8,5x 10
Streptococcus dysgalactioe3 10’ 7,2 x 10’
Streptococcus dysgalactiae A 10" 7.4 % 107
Streptococcus uberis 10" 3x10
Streptococcus uberis A 10" 3,3x 10
Streptococcus uberis B 10" 2,5x 10
Micrococcus luteus 10" 5,9 x 10°

Cepas bacterianas Gram negativo Dilucion UFC/mL
Enterobacter sp. 10" 1,9 x 10°
Escherichia coli 10" 2,4x10
Escherichia coli A 10" 3,8 x10°
Escherichia coli B 10" 4,6 x 10°
Escherichia coli C 10" 2,5x 10’
Escherichia coli D 10" 4x10
Klebsiella pneumoniae 10" 4,5x 10
Pseudomonas aeruginosa 1 10" 5,5 x 10°
Pseudomonas aeruginosa 2 10" 4,8 x 10°
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5. Ensayos de evaluacion de la actividad aniibacteriana de la jalea real

5.1. Técnica de difusion en disco

Mediante esta metodologia no se pudo evaluar la actividad antibacteriana de las
muestras estudiadas debido a que no se observaron halos de inhibicién del crecimiento
en ninguna de las cuatro muestras de jalea real. Esto pudo ocurrir porque las diluciones
de estas muestras no difundieron adecuadamente desde los discos embebidos con las
correspondientes concentraciones debido a que la precipitacion de sustancias insolubles
en el agua absorbida por el disco evitd la difusién de sustancias antimicrobianas en el
agar (Valgas y col., 2007). Otra causa podria haber sido porque todos los componentes
activos de la jalea real no fueron totalmente absorbidos por los discos. De cualquier
modo, en estos trabajos se concluye que esta técnica de difusion en discos no fue

adecuada para ser utilizada para evaluar actividad antibacteriana de jalea real.

5.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (CIM) vy de la concentracion

bactericida minima (CBM) de jalea real por la técnica de dilucion en tubo

En la Tabla 12 se resumen los resultados promedio de tres andlisis de la CIM y
de la CBM expresados en mg de jalea real por mL. Estos valores fueron obtenidos al
evaluar la actividad antibacteriana de la JR R y de la JR NG, que fueron las unicas
muestras de jalea real que se procesaron mediante esta técnica. Se utilizaron algunas de
las cepas Gram positivo y negativo que habian sido aisladas de infecciones superficiales
en seres humanos y de leche de vacas con mastitis como asimismo cepas procedentes de

diversos origenes y cepas de referencia.
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Tabla 12: Actividad antibacteriana de JR Ry JR NG por la técnica de dilucién en tube

(CIM/CBM: mg JR/mL, n=3)

JRNG
Cepas Bacterianas CIM/CBM
: mg JR/mL
Enterococcus faecalis 1* 5/- 13,7/-
Micrococcus luteus* 7,5/125 11,8/125
Staphylococcus aureus I;VIS"l* 7,8/125 9/-
Enterococcus faecalis 2 - | 3,7/- 7,6/125
Pseudo};tdnas aeruginosa 2 3,3/250 14,4/62,5
Staphylococcus aureus MS 2 3.4/ 8,8/125
Staph yfococcu.s; aureus MR 1 8/125 14,5/125
Staphylococcus aureus MR 2 8/250 12,5/125
Streptococcus uberis 5,8/- 14,5/250
Staphylococcus ep.idermidis 10,3/125 8,7/125
Pseudomonas aeruginosa 1 7,6/250 ND
Eschérichia coli 7/ 1,1/-
Klebs:ella pneumoniae 8,1/125 8/250

Nota: *Cepa de referencia; ND: No Determinado; (-): no bactericida

En general las dosis requeridas para impedir o inhibir el desarrollo o sea las

practicas.

dosis bacteriostaticas detectadas por la técnica de CIM no siempre han tenido
correlacion con aquellas necesarias para eliminar o matar a las bacterias segun la CBM.
Ademas se ha demostrado que algunos de los resultados obtenidos con las dos jaleas
reales ensayadas por ambos métodos han diferido entre si. A continuacion se analizaran

y comentaran en detalle estos resultados y sus posibles implicancias o aplicaciones

Con respecto a la CIM de la JR R, mediante esta técnica se requirieron

concentraciones correspondientes a un intervalo de 3,3 — 10,3 mg JR R/mL para inhibir

el crecimiento de las bacterias ensayadas, siendo la cepa mads sensible P. aeruginosa 2
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y la mas resistente S. epidermidis. Sin embargo cuando se realizé la CBM en estas
mismas cepas se encontrd6 que para P. aeruginosa 2 se requirid una mayor
concentracion para ejercer un efecto bactericida (250 mg JR R/mL) mientras que, por el
contrario, se necesité la mitad de la dosis de JR R para ejercer igual efecto sobre S.
epidermidis (125 mg JR R/mL). Con respecto a las cepas E. faecalis 1 y 2 'y S. uberis, si
bien se necesitaron bajas concentraciones para inhibir su crecimiento (3,7 — 5,8 mg JR
R/mL) ésta jalea no tuvo efecto bactericida sobre las mismas. De la misma manera, no
se observd efecto bactericida sobre E. coli y S. aureus MS 2. Las bacterias mas
resistentes al efecto bactericida de JR R fueron las dos cepas de P. aeruginosa y S.
aureus MR 2, ya que se necesito de la concentracion mas alta estudiada
(correspondiente al primer tubo de la serie: 250 mg JR R/mL) para eliminarlas.

Con respecto a la CIM de JR NG se requirieron mayores concentraciones de JR
NG para inhibir el crecimiento bacteriano, cuando se la compara con la JR R. Asi en JR
NG se necesitd un intervalo de dosis més elevadas de 7,1 — 14,5 mg JR NG/mL. E. coli
fue la cepa mas sensible al efecto inhibitorio de JR NG y S. aureus MR 1y S. uberis las
mas resistentes a tal efecto. En cuanto a la CBM, la concentracién maxima de dicha
muestra no fue suficiente para ejercer efecto bactericida sobre E. coli, y se necesitaron
250 mg JR NG/mL para ejercer efecto de muerte sobre S. uberis y K. pneumoniae. A
diferencia de lo ocurrido con JR R, la JR NG tuvo efecto bactericida sobre E. faecalis 2,
S. aureus MS 2 y S. uberis, En cambio, esta jalea no fue capaz de ejercer dicho efecto

sobre E. faecalis 1, S. aureus MS 1 ni E. coli.
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Figura 10: CBM de JR NG sobre P. aeruginosa 2
Referencias: Concentracion de JR NG expresada en mg/mL: 1 (tubo 1): 250; 2 (tubo 2): 125; 3
(tubo 3): 62,5; 4 (tubo 4): 31,3; 6 (tubo 9): 0 (control de crecimiento bacteriano)

La cepa P. aeruginosa 2, aislada de infeccién por catéter, fue la cepa mas
sensible al efecto bactericida de JR NG, ya que se necesitaron bajas concentraciones de
la misma para matarla (62,5 mg JR NG/ml: tubo 3) (Figura 10).

Muchos de los procedimientos utilizados en los hospitales quiebran la barrera
cutanea; el mas comun de ellos es el uso de catéteres percutaneos. El uso de este tipo de
dispositivos es cada vez mas frecugnte en medicina e incluye por ejemplo las guias
venosas centrales, los catéteres para dialisis peritoneal, los tubos para drenar las
cavidades corporales, entre otros. De hecho, el motivo méas comun del retiro prematuro
de estos catéteres es una infeccion bacteriana, siendo P. aeruginosa la bacteria mas
comUnmente aislada aunque también pueden ser ocasionadas por otros bacilos Gram
negativos, tales como Klebsiella sp. y Serratia sp. (Schaechter y col., 1994). Se ha
publicado un trabajo relacionado con algunos de los datos obtenidos en esta Tesis sobre
la posible accion de la jalea real para prevenir las bacterias causantes de infecciones
cutaneas humanas (Garcia y col., 2010). La piel puede ser infectada por

microorganismos que se diseminan desde otro sitio infectado, ya sea por infeccion
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directa desde un foco subyacente o a través del torrente circulatorio. Estas infecciones
secundarias ocurren tanto en los huéspedes inmunocompetentes como en los
inmunosuprimidos, pero con diferentes grados de incidencia y severidad. Como
infecciones de este tipo también se describen los abscesos que fundamentalmente estan
ocasionados por S. aureus mientras que las necrosis de piel (estigma gangrenoso) suelen
ser causadas P. aeruginosa (Schaechter y col., 1994).

Puede observarse que, para ambas muestras, existe una amplia diferencia entre
las concentraciones de jalea real necesarias para inhibir el crecimiento de las cepas
bacterianas estudiadas y las concentraciones de las muestras que se requieren para
matarlas; por esto se puede decir que las muestras utilizadas demostraron efectos
bacteriostaticos cuando se evaluaron por la técnica de dilucidon en tubo (Garcia y col.,
2010). Las diferencias observadas entre la JR R y la JR NG, con referencia a los valores
de la CIM, y de la CBM, podrian estar relacionados a componentes de la jalea real
asociados con su origen geografico, o estar ligados a la variabilidad genética entre las

colonias de abejas (Bachanova y col., 2002).

En la Figura 11 se detallan las concentraciones comparando las CIM de cada una
de las bacterias ensayadas con ambas muestras de jalea real mediante la técnica de
dilucion en tubo. En este grafico se puede observar claramente que son necesarias
mayores concentraciones de JR NG respecto a la muestra JR R para inhibir a las

bacterias estudiadas.
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aCMIRR
2 CM JR NG|

Concentracién de Jalea Real (mg/ml)

Figura 11: CIM de JR R y JR NG obtenida por la técnica de dilucion en tubo

En la Figura 12 se comparan las CBM de las muestras JR R y JR NG sobre las
bacterias estudiadas, obtenidas a partir de las placas sin crecimiento. Se puede observar
que la actividad bactericida de la JR NG es levemente superior a la de JR NG, debido a
que ejerci6 dicho efecto sobre un mayor nimero de bacterias. La JR NG fue capaz de
eliminar el 75% del total de las cepas estudiadas, en cambio JR R eliminé alrededor del
60% de las mismas. Ademas, en el grafico se observa que fueron requeridas mayores
concentraciones de ambas jaleas para eliminar a las bacterias Gram negativo con
respecto a la necesaria para eliminar a las Gram positivo. No obstante, en el caso de P.
aeruginosa 2 se observé una marcada diferencia entre la CBM obtenida con la
aplicacion de JR R y JR NG, siendo mas efectiva ésta tltima; s6lo se necesitaron 62,5
mg/mL de JR NG para causar un efecto bactericida completo a diferencia de los 250
mg/mL requeridos por la JR R. Como también se observa en el grafico ninguna de las
muestras ejercio efecto bactericida sobre E. coli ni E. faecalis 1. Sélo fueron eliminadas

por JR NG las cepas S. aureus MS 2, E. faecalis 2 'y S. uberis.
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Figura 12: CBM de JR R y JR NG obtenida por la técnica de dilucién en tubo

En la Figura 13 puede observarse un fotografia de las placas de Petri en donde la

JR R ejerci6 un efecto bactericida a una concentracién de 125 mg/mL sobre la cepa de

S. aureus MS 1.
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Figura 13: CBM de JR R sobre S. aureus MS 1
Referencias: Concentracion de JR R expresada en mg/mL: 1 (tubo 1): 250; 2 (tubo 2): 125; 3
(tubo 3): 62,5; 4 (tubo 4): 31,3; 5 (tubo 5): 15,6; 6 (tubo 9): 0 (control de crecimiento
bacteriano)

5.3. Determinacion de la concentracidn inhibitoria minima (CIM) de jalea real por la

técnica de difusion en pozo

La Tabla 13 resume los datos promedio de tres ensayos que se obtuvieron
midiendo los diametros de los halos de inhibicion del crecimiento en milimetros para las
cepas estudiadas frente a JR R, expresados como porcentaje del peso de la jalea
real/peso del agua (% p/p), considerando la densidad del agua de 1,0 g/mL. Las celdas

sombreadas indican las CIM de cada una de las bacterias estudiadas.
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Tabla 13: Actividad antibacteriana de JR R en % p/p por la técnica de difusion en pozo

Cepas Bacterianas 100 90 80 70 60 50 40 30 0
. 8,0 7,7 6,7
E. faecalis 1* i ’ > NI NI NI NI NI NI
4 ©0 | ©.6) | 06

77 | 70 | 67

E. faecalis 2 ’ NI NI NI NI NI NI
I ©0.6) | (0.0) | (0.6)
E. faecalis 3 NI NI NI NI NI NI NI NI NI
9,7 9|/
E. faecalis 4 ’ 3 NI NI NI NI NI NI NI
S 0.6) | (0.6)
E. faecium NI NI NI NI NI NI NI NI NI

14,7 | 12,7 | 12,3 8,7 6,7

06| 06 |06 | 06 | @ | [ N | NN

S. aureus MS 1*

17,0 | 14,7 | 14,0 9,7 7,0

0,00 (0,6) | (1,0) | (0,6) | (1,0) NI NI NI NI

S. aureus MS 2

13,7 | 11,7 | 11,0 8,7 NI NI NI NI NI

S. aureus MR 1 (0,6) | (0,6) | (0,0) | (0,6)

14,7 9,0 8,7 6,7

s I N
(0,6) | (0,0) | (0,6) | (0,6) N I NI NI Ni

S. aureus MR 2

120167 | &7 |y | N1 | N1 | N | NI | NI

S. epidermidis
P (1,0) | (0,6) | (0,6)

8,7 8,0

. * s
S. agalactiae 1 ©.6) | (1.0) NI NI NI NI NI NI NI
! 8,7 7,3
S. agalactiae 2 ©.6) | (0.6) NI NI NI NI NI NI NI
8,7 8,0
S. agalactiae 3 ’ 3 NI NI NI NI NI NI NI
g (0:6) | (0,0)
8. dysgalactiae 1* (101 f) NI NI NI NI NI NI NI NI
3

8,7 7,0 6,0

(0,6) | (0,0) | (0,0) NI NI NI NI NI NI

S. dysgalactiae 2

11,3 | 10,3 8,7

NI NI NI NI NI | NI
0.6) | (0.6) | (0,6)

S. dysgalactiae 3

S. uberis NI NI NI NI NI NI NI NI NI

120 11,3 | 97 | 11,7 | 97 | 93 | 6,7

M. luteus* NI NI
(0,0) | (06) | (0,6) | (06) | (0,6) | (0,6) | (0,6)
8,0

E. coli 4 NI NI NI NI NI NI NI NI
0,0)

K. pneumoniae NI NI NI NI NI NI NI NI NI

P. aeruginosa 1 gy NI NI NI NI NI NI NI NI
(0,0)
6,0 6,7

P. aeruginosa 2 NI NI NI NI NI NI NI

0,0) | (0,6)

Nota: *: Cepa de referencia; NI: No Inhibe; 0: 0% de JR, solo diluyente de la muestra
Los valores expresan e} didmetro promedio de halos de inhibicién del crecimiento y desvios estandares
(entre paréntesis) en milimetros.
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Los halos de inhibicion del crecimiento indican la actividad antibacteriana que la
JR R posee frente a las diferentes especies bacterianas estudiadas. Algunas de las cepas
Gram positivo que se estudiaron resultaron ser las mas sensibles a la accién
antimicrobiana de la JR R, dado que se observaron halos de inhibicion del crecimiento
en concentraciones bajas, de hasta el 40 % para la cepa de M. luteus. En general la
actividad de JR R sobre las cepas Gram negativo fue mucho menor pues sélo resultaron
ser sensibles frente a la muestra pura sin diluir (E. coli y P. aeruginosa 1), o a la
muestra al 90 %, P. aeruginosa 2) o bien directamente fueron insensibles (K
pneumoniae). Estos hallazgos coinciden con los informados por otros investigadores
quienes también describen una mayor actividad antibacteriana de jalea real sobre las
bacterias Gram positivo con respecto a las Gram negativo (McCleskey y Melampy,
1939; Sauerwald y col., 1998). La cepa originaria de infeccién por catéter (P.
aeruginosa 2) resulto ser la mas sensible de las cepas Gram negativo estudiadas, ya que
la CIM corresponde al 90 % de JR R.

Las cepas pertenecientes al género Enterococcus, aisladas de infecciones
superficiales en seres humanos, en general fueron resistentes o poco sensibles
observandose halos de inhibicion del crecimiento de menor didmetro y CIM mayores
(90-80 %). A diferencia de éstas, las bacterias del género Staphylococcus que se
estudiaron, aisladas de leche de vacas que padecian mastitis fueron todas sensibles (70-
60 %). Por otro lado, entre los aislamientos de mastitis bovina las cepas de S. aureus
resultaron ser las mas sensibles a la muestra JR R. Las cepas de Streptococcus sp,
variaron siendo insensibles (S. uberis) o sensibles (80-100 %).

Con respecto a las cepas de S. aureus estudiadas, aquellas sensibles a meticilina
resultaron ser también mas sensibles a la JR R en comparacién con las cepas meticilina
resistentes, ya que en general para el caso de las primeras, se observaron halos de
inhibicién de mayor diametro y fueron inhibidas en su crecimiento por concentraciones
mas bajas de JR R. Staphylococcus aureus es un patégeno comun de la piel, capaz de
provocar abscesos, shock toxico y bacteriemia, y junto a Streptococcus pyogenes causan
el 90% de las celulitis estreptocdcicas (Schaechter y col., 1994). Las cepas de S. aureus
sensibles y resistentes a meticilina son las principales cepas bacterianas Gram positivo
involucradas en tratamientos dificultosos de infecciones de piel (Halcon y Milkus,

2004). Como se resefio en la introduccién son escasos los informes referidos a
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infecciones del ganado vacuno por cepas resistentes a la meticilina (SAMR) a pesar del
papel considerable que tiene S. aureus como patogeno para la vaca productora de leche
y el estrecho contacto entre personas y el ganado lechero (Scott Weese y van Duijkeren,
2010).

De todas las cepas estudiadas, se observa que M. luteus fue la més sensible a JR
R, debido a que la CIM corresponde al 40% de JR R. En otros estudios se observaron
resultados similares, donde M. [uteus fue la mas sensible a jalea real de doce bacterias
comensales estudiadas (Stocker, 2003). Por el contrario, en estudios previos realizados
en nuestro laboratorio, se demostré que diferentes muestras de miel no inhibieron el
crecimiento de M. [uteus ni de E. faecalis (Basualdo y col., 2007). Otros autores han
demostrado una moderada inhibicién del crecimiento de estas bacterias por diferentes
extractos de plantas (Cao y col., 2009; Lim y col., 2009). Los resultados obtenidos en
este trabajo sugieren que la jalea real puede contener compuestos activos que no se
encuentran presentes en la miel. Por ejemplo, la proteina royalisina fue identificada
como un compuesto bactericida activo sobre bacterias Gram positivo, mientras que el
10-HDA posee actividad antibacteriana tanto sobre bacterias Gram positivo como Gram
negativo. Estos compuestos se encuentran presentes generalmente en la jalea real
(Fujiwara y col., 1990; Hornitzky, 1998; Melliou and Chinou, 2005), pero soélo la
royalisina ha sido hallada en miel (Kwakman y col., 2010).

En la Tabla 14 se resumen los datos promedio de tres ensayos que se obtuvieron
midiendo los didmetros de los halos de inhibicién del crecimiento en milimetros para las
cepas estudiadas frente a JR NG, expresados como porcentaje del peso de la jalea
real/peso del agua (% p/p), considerando la densidad del agua de 1,0 g/mL. En esta
Tabla las celdas sombreadas indican la CIM de cada una de las bacterias estudiadas.

Al evaluar los halos de inhibicién del crecimiento de las diferentes bacterias
ensayadas frente a la muestra JR NG, se observo una marcada accidn antibacteriana de
Ja misma. Al igual que lo que ocurrié para el caso de la JR R las bacterias Gram
positivo fueron més sensibles a JR NG que las Gram negativo. De todas las cepas Gram
negativo estudiadas, E. coli fue la mas sensible, presentando halos de inhibicién del
crecimiento a concentraciones de JR NG de hasta el 60 %. La JR NG no ejerci6

actividad antibacteriana sobre K. pneumoniae.
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Tabla 14: Actividad antibacteriana de JR NG en % p/p por la técnica de difusion en pozo

Cepas Bacterianas 100 ( 90 | 80 | 70 | 60 | 50 | 40 | 30 | 20 |10 0
E. faecalis 1* (1028 (:’L ((9, g)' NI | N[ NT| N[ ONT| N[ NI|NI
E. faecalis 2 (10',’3 (;:;) NI | NT| NT | ONT | NI | ONT | NI | NI NI
E. faecalis 3 (101 g) (g:Z) (3221 (g;) NI | N[ ONT | NT| NE O[NNI
E. faccalis 4 (lo‘tb(; (3:75) (Z:?D' NI | N | N[N | N | N[N N
E. faecium (102’;57) (3:;) (gi) (g;) N | N[ NT | N | T | wn | N
T PP AR FAFA AR LI
S. qureus MS 2 (10‘:2’) (108;;7) (102,;57) {‘0‘:;57) (1(:] 67) (g;) NI | NI | NI |NI|NI
L 0o | 0o | 08 | 06 | om | em | @oy| M| N | M|
S. aureus MR 2 (20‘:;7) (10%67) (109,%'; (102’6; --(g:g)__ N | N | N | N | Nn| NI
Scoiemi 05 | 06 | 06 | 06 | 00 | 06 ol ™ | M N
S. agalactiae 1* 13375) ((9);) (g:;) NI | NI | NT| N[ N[ N[ NT| NI
S. agalactiae 2 | (10167) (10‘30‘; (1(;:6(; ((7)13 (gzg) (E:g) NI | NI| NI | NI NI
S. agalactiae 3 (101,?} ;122; N | N | N | N | N | N | N | N N
S.dysgalactiae 1* (g;) (1(;:?) (g:g) (10%3) (3;5 NI | NI | NI | NI |NI|NI
S. dysgalactiae 2 ('9] 3) NI [ NE [ ND| N[ N[N | N | N | NN
S. dysgalactiae 3 (101' 67) {::;) (; g) NI | NI|NT| N[ N[ N[NNI
s. uberts iR (101”63) (gﬁ) (g:;) (g;) NI | NI | N | NT | ONT | N N
M wteus* {lojb(; (1012) (3:2) (‘02,6’3) -(3:3) NI | NI | NI | NI | NI|NI
E. coli (l&?) ((7);) (g:g) ((7):;) (g;) NI [ NI | ONT | NE [ Nn| N
K. pneumoniae NI | NI | NI | NI | NI [ NI [ NI [ NI | NI |NI|NI
P. aeruginosa 1 NI NI NI NI NI NI NI NI NI | NI | NI
P. aeruginosa 2 (3:2) NE | NC | NE | N | N | N | N | N [N N

Nota: *: Cepa de referencia; NI: No Inhibe; 0: 0% de JR, s6lo diluyente de la muestra
Los valores expresan el didmetro promedio de halos de inhibicién del crecimiento y desvios estdndares
(entre paréntesis) en milimetros.
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Es sabido que el modo de accion de los antimicrobianos depende, entre otros
factores, del tipo de microorganismo y principalmente se relaciona con la estructura de
la pared celular y de la membrana externa. Las bacterias Gram negativo, como por
ejemplo P. aeruginosa, exhiben una resistencia intrinseca a una amplia variedad de
agentes antimicrobianos naturales (Kalemba y Kunicka, 2003). La cepa aislada a partir
de infeccién de piel debida a cateterismo (P. aeruginosa 2) mostré sensibilidad solo en
presencia de la JR NG sin diluir, mientras que P. aeruginosa aislada de agua de pozo
(P. aeruginosa 1) resulto ser resistente a todas las concentraciones de JR NG ensayadas.
La infeccién con P. aeruginosa constituye la més seria complicacion en pacientes con
quemaduras (Nasser y col., 2003; Altoparlak y col., 2005), seguida por infecciones con
K. pneumoniae, E. coli, S. aureus y otros microorganismos patégenos (Nasser y col.,
2003). Es necesario emprender estudios para determinar la actividad antibacteriana de
productos naturales, como la jalea real, contra estos patogenos importantes. Se han
realizado estudios de actividad antibacteriana sobre P. aeruginosa en los que se observa
que el agregado de miel a la jalea real incrementa el efecto antibacteriano contra esta
bacteria; demostrando un efecto sinérgico entre jalea real y miel sobre la cepa estudiada
(Boukrai y col., 2008). También la eficacia de la jalea real puede ser aumentada por un
efecto sinérgico cuando es mezclada con almidon (Boukrad y col., 2009).

De las cepas bacterianas pertenecientes al género Streptococcus, la cepa S.
agalactiae 2 fue la mas sensible a JR NG, ya que se observaron halos de inhibicion del
crecimiento hasta un 50 % de su concentracién.

Aquellas cepas aisladas a partir de infecciones superficiales en seres humanos
fueron mas resistentes a la JR NG al compararse con las bacterias aisladas de mastitis
bovina, debido a que se observaron, en general, mayores CIM. Los patogenos
predominantes de infecciones de piel y tejidos blandos en pacientes hospitalizados
incluyen, en primer lugar, S. aureus seguido por P. aeruginosa, E. coli y Enterococcus
sp. (Dryden, 2009). Los enterococos son microorganismos comensales del tracto
digestivo que, ocasionalmente, y sobre todo en pacientes inmunodeprimidos u
hospitalizados durante largos periodos de tiempo, pueden comportarse como
microorganismos patoégenos. Los enterococos son uno de los principales patégenos
nosocomiales. La prevalencia de enterococo como patégeno nosocomial ha aumentado

debido a la seleccidn de estos microorganismos en relacion con el uso de antibidticos de
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amplio espectro que no tienen actividad intrinseca frente a ellos (Conde-Estévez, 2010).
Aunque forman parte de la flora normal de piel, aparato genito-urinario y
gastrointestinal de los individuos sanos y no se les atribuye una elevada virulencia, en el
ambito hospitalario constituyen una de las causas mdas importantes de endocarditis,
bacteriemia, infeccion urinaria e infeccién de heridas. Las dos especies principales
causantes de infeccion enterocécica y aisladas con mas frecuencia son Enterococcus
faecalis y Enterococcus faecium. (Macia y col., 2005). Recientemente, se ha informado
una alta prevalencia de E. faecalis como el principal agente etioldgico de infecciones en
implantes ortopédicos (Arciola y col., 2008).

De todas las cepas ensayadas, S. aureus MS 1 fue la bacteria més sensible a la
JR NG, ya que se observaron halos de inhibicion del crecimiento a bajas
concentraciones de la muestra, correspondientes al 20 %, como se observa en la Figura
14. La cepa S. aureus MR 2 resultd ser la mas sensible a JR NG al compararse con las
cepas SAMS, debido a que se observaron halos de inhibicion del crecimiento de mayor
didmetro, aunque para ello se requirieron mayores concentraciones de la muestra
(Figura 15).

Con respecto a M. luteus y S. epidermidis se observd un efecto antimicrobiano
similar para ambas bacterias, aunque S. epidermidis resulté ser mas sensible porque fue
inhibida en presencia de menores concentraciones de JR NG (40 %). Casi todas las
infecciones causadas por la bacteria oportunista S. epidermidis son adquiridas en el
hospital, como resultado de la contaminacion de un sitio quirurgico por los
microorganismos provenientes de la piel o nasofaringe del paciente o del personal del
hospital. Producen infecciones purulentas en el sitio colonizado, por ejemplo en heridas
postoperatorias (Vuong y Otto, 2002).

Aunque M. luteus es un microorganismo saprofito y forma parte de la microbiota
normal de la piel, se han encontrado infecciones causadas por esta bacteria en personas
que tienen su sistema inmunolégico comprometido, como por ejemplo, pacientes con

SIDA (Finelgold y Baron, 1992).
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Figura 14: Actividad antibacteriana de JR NG por la técnica de difusién en pozo sobre
S. aureus MS 1

Figura 15: Actividad antibacteriana de JR NG por la técnica de difusion en pozo sobre
S. aureus MR 2
Referencias:; D: diluyente de la muestra (agua destilada estéril); 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80 y 90
representan la concentracién de JR NG expresada en % p/p; 100: jalea real sin diluir (pura).
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“En la Tabla 15 se resumen los datos promedio de tres ensayos que se obtuvieron

midiendo los didmetros de los halos de inhibicion del crecimiento en milimetros para las

cepas estudiadas frente a JR C, expresados como porcentaje del peso de la jalea

real/peso del agua (% p/p), considerando la densidad del agua de 1,0 g/mL. En esta

Tabla las celdas sombreadas indican la CIM de cada una de las bacterias estudiadas.

Cabe aclarar que la muestra JR C fue la Gnica que se utilizé sobre el total de las cepas

bacterianas debido a su mayor disponibilidad.

Tabla 15: Actividad antibacteriana de JR C en % p/p por la técnica de difusion en pozo

Cepas Bacterianas | 100 | 90 | 80 | 70 |60 | so | 40 | 30 | 20 |o
Efaecalzsl (102,67) (102,%7) NI | NI |w
E. faecalis 2 (1;2 bo) (g:;/) NI NI | w
; faecalis 3 (1(::’67) ((7):;) NI | NI | w
E.f _ (10(:37) (3:29 NL | NL
E. Saecium (101, ’63) (312) NI NI | w™
S. aureus MS 1* (105:;57) (117‘;;; NI NI | N

i KL
S. aureus MR 1 (101, 6‘; J]O(:g NI NI |~
sares ¥R | wg | o M |

s 2,7 7,7 | 60

S. aureus A (1110(; {10,6) (0,6) (gg) NI
S. aureus B (106, ’67) (101, ;% NI NI | ™
S. aureus C 1@3,,67) (1(;7: ;31 NI NI | ™
S. aureus D (1&4,’67) (l(i ;i; NI | ™
S. aureus E (1 1:? b‘; (111,’0(; NI | N
S. aureus F (119’;)0) (103: ;,)7) NI NI [ ™
8. aureus G (101, ;;7) (10‘1;,)7) NI NI | w
S. aureus H (1(;: g; (104, ,67) NI NI | N
S. aureus M (107,,67) (12,4,67) NI NI | N
S. aureus O (101’ ,67) (3:2) NI NI | N
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S. epidermidis NI NI
S. agalactiae 1* NI NI
S. agalactiae 2 NI NI

S. agalactiae 3 NI NI NI

S. agalactiae A NI NI
S. agalactiae B NI NI
S. agalactiae C NI NI

S. agalactiae D NI NI NI

S. agalactiae E NI [ NI | NI

S. dysgqlqi’iiae 1* NI NI NI

S. dysgalactiae 2 NI NI NI

S. dysgalactiae 3

b
L

-
-
=
-
E
[
p
=

S. dysgalactiae A

S. uberis NI NI NI
S. uberis A NI NI NI
S. uberis B NI NI NI
M. luteus™ NI NI NI
E. coli NI NI NI
E. coli A NI NI NI
E. coliB NI NI NI
E. coli C NI NI NI
E. coliD NI NI NI
Enterobacter sp. (g:g} g gj 3 NI NI NI NI
K pné{)rrfqniae NI NI NI NI NI NI
P. aeruginosa 1 NI NI NI NI NI NI
P. aeruginosa 2 NI NI NI NI NI NI

Nota: *: Cepa de referencia; NI: No Inhibe; 0: 0% de JR, sélo diluyente de la muestra.
Los valores expresan el diametro promedio de halos de inhibici6n del crecimiento y desvios estandares
(entre paréntesis) en milimetros.
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Al evaluar los halos de inhibicion del crecimiento de estas bacterias frente a la
muestra JR C, en general se observé una marcada accion antibacteriana de la misma.
Cabe destacar que todas las cepas bacterianas utilizadas resultaron sensibles a esta
muestra, siendo las bacterias Gram positivo mas sensibles que las Gram negativo, como
ocurre con JR R y JR NG.

Las cepas de Enterococcus aisladas de infecciones superficiales en seres
humanos fueron mas resistentes a la JR C al compararse con las bacterias de
Staphylococcus aisladas de leche de vacas con mastitis; este hecho se evidencié por
tener los Enterococcus, halos de inhibicién del crecimiento de menor diametro. De los
aislamientos obtenidos a partir de infecciones superficiales en seres humanos, las cepas
E. faecalis 2 y 3 fueron las mas sensibles, ya que con baja concentraciéon de la JR C
(40%) se consiguié un efecto inhibitorio en su crecimiento. La cepa P. aeruginosa 2
resultd la mas resistente.

En cuanto a las bacterias Gram positivo aisladas de leche de vacas con mastitis,
las cepas pertenecientes al género Staphylococcus generalmente fueron mas sensibles
que las cepas del género Streptococcus. Las primeras presentaron halos de inhibicién
del crecimiento de mayor diametro y fueron sensibles a menores concentraciones de la
JR C, oscilando los valores de las CIM entre el 70 % y el 20 %. Cabe destacar la
susceptibilidad de la cepa S. aureus MR 2 a la muestra de JR C, la cual gjercié un fuerte
efecto inhibitorio sobre la misma, observiandose en esta bacteria los mayores halos de
inhibicion del crecimiento obtenidos tras la aplicaciéon de la JR C, Ia que result6 activa
inclusive a bajas concentraciones (30 %). Resultados similares se observaron sobre S.
aureus MR 2, cuando se estudi6 el efecto de la JR NG. Esta marcada actividad
antibacteriana de un producto natural como es la jalea real puede ser considerada de
suma importancia considerando que esta bacteria ocasiona un serio problema en el
tratamiento de heridas infectadas en humanos y animales (Garcia y col., 2010; Scott
Weese y van Duijkeren, 2010). Esta cepa bacteriana pertenece al grupo SAMR, quienes
presentan, en general, resistencia miltiple a varios grupos de antibidticos. El interés
actual del estudio de S. aureus se basa en que es el microorganismo representante de las
cepas resistentes a meticilina. Sin embargo, debe destacarse que el término de
“resistencia a meticilina” incluye resistencia a varios derivados B-lactamicos, y también,

a través de diversos mecanismos, multiresistencia a cloranfenicol, tetraciclinas,
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macrolidos, aminoglucésidos, e incluso, quinolonas, describiéndose cada vez con mayor
frecuencia brotes de SAMR sensibles sé6lo a los glucopéptidos (Ito y col., 2001; Lowy,
1998). Este antibidtico fue introducido a la terapéutica en 1961 y fue la primera
penicilina semi-sintética resistente a las penicilinasas (Lowy, 2003). Por lo tanto, el
descubrimiento de la accién antimicrobiana de productos naturales tales como la jalea
real, la miel, el propdleo y los extractos de plantas, que podrian ser utilizados solos o
asociados con antibidticos de uso frecuente, es interesante debido a que la efectividad
de estos antibioticos podria ser incrementada, minimizando de este modo la posibilidad
de que seleccionen cepas resistentes (Basualdo y col, 2007; Lowy, 2003;
Ratanavalachai y Wongchai, 2002; Sato y col., 2004; Sawaya y col., 2004). Se ha
informado que diferentes muestras de miel producen, cuando se administran en bajas
concentraciones, un efecto inhibitorio del crecimiento sobre cepas de S. aureus aisladas
de heridas infectadas (Cooper y col., 1999).

Observando los valores de CIM, la cepa mas sensible dentro de este género
bacteriano fue S. aureus A, debido a que result6 inhibida a una menor concentracion
(20%). La cepa de S. aureus B fue la mas resistente con una CIM de 70 %. La cepa de
referencia (S. aureus MS 1) so6lo fue inhibida en su crecimiento hasta una concentracion
del 80% de JR C, aunque se observaron halos de inhibicion del crecimiento de mayor
tarmafio.

Con respecto a las bacterias del género Streptococcus procedentes de casos de
mastitis bovina, se observaron halos de inhibicion del crecimiento de menor tamaifio
mientras que los valores de las CIM estuvieron comprendidos entre el 70 % y el 50 %.
Tres de las cepas analizadas (S. agalactiae A y B, y S. uberis B) fueron las mas
sensibles ya que resultaron inhibidas a una concentracién de JR C correspondiente al
50%. Las cepas mas resistentes fueron S. agalactiae 3 y S. dysgalactiae 2 y 3, con una
CIM del 90 %. Sobre las cepas de referencia (S. agalactiae 1 'y S. 1) se observaron
halos de inhibicién del crecimiento hasta un 50 % de la concentracién de la JR C. La
bacteria S. agalactiae, clasificada como estreptecoco del grupo B, es un agente
etiolégico de la mastitis bovina mundialmente reconocido, causando tanto mastitis
subclinica como clinica de larga duracién (Dmitriev y col., 2002; Keefe, 1997). Las
células bacterianas son transferidas en la leche de cuartos infectados a cuartos no

infectados y a otras vacas por lo general durante el periodo de ordefio (Gruet y col.,
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2001; Lammers y col., 2001). Al igual que S. aureus, Corynebayerium bovis y especies
de Mycoplasma, S. agalactiae es un microorganismo patégeno infect-contagioso que
vive y se multiplica dentro la gldndula mamaria y sobre la piel del pezén. Todas estas
bacterias se transmiten de animal a animal, principalmente durante el ordefio. Son
ademas patogenos ambientales cuyo reservorio primario es el medio ambiente del
tambo que es donde se hacinan las vacas. Constituyen un grupo heterogéneo de géneros
y especies bacterianas, siendo los més frecuentemente aislados los estreptococos y las
bacterias coliformes. Los estreptococos ambientales mds prevalentes causantes de
mastitis bovina son S. uberis y S. dysgalactie. Estas bacterias causan infeccion
intramamaria cuando se dan condiciones favorables. Las bacterias del género
Streptococcus pueden comportarse tanto como patégenos ambientales como infecto-
contagiosos (Calvinho, 2007). A modo ilustrativo, en la Figura 16 se observa la
actividad antibacteriana de JR C sobre S. agalactiae D por la técnica de difusion en

pozo.

Figura 16: Actividad antibacteriana de JR C por la técnica de difusion en pozo sobre
S. agalactiae D
Referencias: C(+): control positivo de crecimiento bacteriano; D: diluyente de la muestra (agua destilada
estéril); 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80 y 90 representan la concentracion de la JR C expresada en % p/p;
100: jalea real sin diluir (pura).

Ademais, fueron utilizadas cinco cepas Gram negativo pertenecientes a la familia

Enterobacieriaceae, aisladas de casos de mastitis bovina (patdégenos ambientales),
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cuyos valores de CIM oscilaron entre un 50 % y un 80 % de JR C. La cepa mas sensible
fue E. coli B con una CIM correspondiente a 50 %, en cambio la cepa E. coli D fue la
cepa mas resistente con una CIM de 80 %. La alta incidencia de patogenos ambientales
puede deberse, principalmente, a malas condiciones de higiene general (instalaciones y
rutina), al igual que la no aplicacion de selladores de pezén como medida preventiva de
nuevas infecciones, lo cual incrementa considerablemente las probabilidades de
contagio. Otro factor a tener en cuenta es la contaminacién bacteriana del agua utilizada
en todos los tambos para su rutina de trabajo, lo cual influye de manera significativa en
la proliferacion de estos microorganismos (Rivelli y Rodriguez, 2001). Entre las
bacterias Gram negativo que pueden causar mastitis bovina existen dos grupos: los
coliformes y los no coliformes. Con respecto a los primeros, Citrobacter sp.,
Enterobacter sp., E. coli, y Klebsiella sp. son responsables de aproximadamente la
mitad de los casos de mastitis clinicas agudas mientras que, de los no coliformes,
Pseudomonas sp. y Serratia sp. estin mas comunmente asociados con infecciones
intramamarias (Hogan y Smith, 2003). Luego del parto, las infecciones con E. coli a
menudo causan sintomas clinicos severos, acompafiados por cambios en la composicion
de la leche debido a un extenso dafio del tejido mamario (Burvenich y col., 2003;
Vandeputte y col., 1993).

Comparando los resultados obtenidos con los diferentes géneros, especies y
cepas bacterianas causantes de mastitis bovina que fueron ensayados en esta Tesis, se
puede concluir que, en general, se presentd una gran variabilidad con respecto a sus
CIM. Se observo también que las cepas pertenecientes al género Staphylococcus fueron
mas sensibles a la jalea real que los otros dos grupos analizados, ya que las CIM
obtenidas por dicha especie bacteriana resultaron en un rango de 20-70 % y sus halos de
inhibicion fueron mayores que los observados en las cepas pertenecientes al género
Streptococcus y a la familia Enterobacteriaceae. Este resultado es muy importante ya
que la jalea real podria ser utilizada como tratamiento alternativo en las mastitis bovinas
producidas por S. aureus, principal agente etioldgico de la mastitis bovina (Fitzgerald y
col., 2000). Las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae presentaron
mayor resistencia a la JR C, debido a que se observaron halos de inhibicién del
crecimiento de menor didmetro. Estos resultados son comparables con la

multiresistencia frente a antibidticos utilizados en el tratamiento de mastitis bovina,
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ocasionada por géneros de dicha familia (Bengtsson y col., 2009). Con respecto a
aquellas cepas aisladas de diversos origenes, S. epidermidis resultd ser la mas sensible
(CIM: 50 %) y K. pneumoniae la mas resistente debido a que se requiri6 de la muestra

pura sin diluir para ejercer sobre ella un efecto inhibitorio del crecimiento.

En la Tabla 16 se resumen los datos promedio de tres ensayos que se obtuvieron
midiendo los diametros de los halos de inhibicién del crecimiento en milimetros para las
cepas estudiadas frente a JR LP, expresados como porcentaje del peso de la jalea
real/peso del agua (% p/p), considerando la densidad del agua de 1,0 g/mL. En esta
Tabla las celdas sombreadas indican la CIM de cada una de las bacterias estudiadas.

Al evaluar los halos de inhibicion del crecimiento de estas bacterias frente a la
muestra JR LP, se observé accion antibacteriana de la misma. A diferencia de la
muestra JR C, esta muestra no ejercio efecto inhibitorio sobre la totalidad de las cepas.
En general, las bacterias Gram positivo resultaron mas sensibles que las Gram negativo,
observandose para el caso de las primeras halos de inhibicion del crecimiento de mayor
tamafio y CIM menores.

Las bacterias aisladas de infecciones superficiales mostraron sensibilidad a la JR
LP, siendo E. faecalis 4 y E. faecium las cepas mas sensibles ya que con baja
concentracion de la muestra (50 %) se consigui6 un efecto inhibitorio en su crecimiento.
Sin embargo, la cepa E. faecalis 2 fue la mas resistente de dichos aislamientos, ya que
so6lo fue inhibida en presencia de la muestra pura (100 %). Por otra parte, las
susceptibilidades de E. faecalis 1 (cepa de referencia) y E. faecalis 3 fueron similares;
ambas mostraron halos de inhibicion del crecimiento hasta un 80 % de JR LP. La cepa
P aeruginosa 2 fue inhibida en su crecimiento por la muestra JR LP hasta una
concentracion del 60 %. Este resultado es muy importante sobre todo si se tiene en
cuenta que P. aeruginosa es la causa mas comuin de muerte entre humanos por las
septicemias originadas a partir de heridas causadas por quemaduras. Ademds, un
problema comin en los hospitales es el aislamiento de muchas de estas cepas, que

resultan multiresistentes a los antibi6ticos.
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Tabla 16: Actividad antibacteriana de JR LP en % p/p por la técnica de difusién en pozo

Cepas Bacterianas 100 [ 90 | 80 70 | 60 | 50 30 | 0
E. faecalis 1* (192';)‘; (10‘:%7) (g:; NE | N | N | N | N | N
E. faecalis 2 '(lojg NI NI N | NN N N | W
E. faecalis 3 (l(i ;7) (l(i 67) tlnl‘,"ﬁ?)' N | N | N | N[ N | N
ekl 0o | oo | o |en|an|ee| M || ™
E foven 0o | 0o | oo | wo | oo | @o| M | M | ™
T FAFA P PAFA B I
S. aureus MS 2 (101 ’6.7) (102,60} (g:'g) NN | N N | N | W
S. aureus MR 1 (102’;;; (zzz) (3:2) (g:g) NI NI | NI | NI | NI
i b 0o | v | an | 06| as A
S 2o 06 | 06 | o | 0 | 06 Sl B
S. agalactiae1* N | N | N | N | W NI | N NI
S. agalactiae 2 :0‘:;57) 15 S I N S ) S T N S S S N Y D B N
. agalactiae 3 (10‘2;57} S:g) (g:Z) (g:;) NI | N | N | N | NI
S. dysgalactiae 1* (312) (3:2) NI NI | N | N[ N N | NI
S. dysgalactiae 2 NI NI NI NI NI NI NI NI NI
S. dysgalactiae 3 NI NI NI NI NI NI NI NI NI
S. uberis NI | NI NI NI NI | N | N | NI
M. luteus * (1(;),’_67) (1(;: b‘; (3:2) (8:2) (0,6)'" NI NI NI NI
E. coli (10‘:;)‘; (10‘:;,’3) (gzz) (S:Z) NI | NI | NI | NI | NI
K pneumoniae [gg) {g:g) (&Z) NL | N | N | N | N | NI
P. aeruginosa 1 (323) (S:Z) (gg) (S:g) NI | NI | N | N[ N
P. geruginosa 2 ((6):2) (g:g) (g:z) (g:Z) (g:g) NI NI NI NI

Nota: *: Cepa de referencia; NI: No Inhibe; 0: 0% de JR, s6lo diluyente de la muestra.
Los valores expresan el didmetro promedio de halos de inhibicién del crecimiento y desvios estandares
(entre paréntesis) en milimetros.

Con un creciente interés en el uso de terapias alternativas y el desarrollo de

bacterias cada vez mas resistentes a los antibidticos, la combinacién de miel y jalea real
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podria utilizarse como tratamiento en las heridas causadas por quemaduras. Si bien
ambos productos de la colmena son individualmente eficaces contra las bacterias, se
pudo demostrar que la adicién de miel a jalea real aumenta el efecto antibacteriano
contra cepas de P. aeruginosa, aisladas de heridas causadas por quemaduras (Boukraé,
2008). Por lo tanto, se observd que la presencia en miel de cantidades relativamente
pequeilas de acidos grasos de jalea real con actividad antibacteriana, puede ejercer
efectos aditivos y sinérgicos con el peréxido de hidrégeno, con otros acidos grasos
antibacterianos (por ejemplo, acido formico, acido oxalico y otros acidos de bajo peso
molecular), asi como con los compuestos fenolicos que se encuentran en la miel
(Boukrai y col., 2008).

Con respecto a las bacterias aisladas de mastitis bovina, las cepas pertenecientes
al género Staphylococcus fueron mas sensibles que las del género Streptococcus, ya que
presentaron halos de inhibicion del crecimiento de mayor didmetro y fueron sensibles a
menores concentraciones de la muestra (hasta un 60 %). Uno de los agentes causales de
la mastitis bovina es S. aureus, junto a S. agalactiae y S. uberis, entre otros. También
han sido aisladas de mastitis bovina cepas de SAMR (Douglas y col, 2000; Prescott y
Desmond, 1988; Soca Pérez y col., 2005). Al igual que lo observado con las muestras
JR NG y JR C, la cepa S. aureus MR 2 mostré6 mayor sensibilidad a la JR LP
comparada con el resto de los aislamientos de dicho género bacteriano que provenian de
casos de mastitis bovina. La muestra resulté activa sobre S. aureus MR 2 hasta una
concentracion del 60 %, observandose halos de inhibicién del crecimiento de mayor
tamafio (Figura 17). Por el contrario, S. aureus MS 2 presentd mayor resistencia a la
muestra JR LP, ya que la misma fue capaz de inhibirla s6lo hasta un 80 %. La cepa de
referencia S. aureus MS 1 y S. epidermidis resultaron ser las mas sensibles de dicho
género bacteriano, cuya CIM fue del 50 % de la JR LP, aunque se observd mayor
sensibilidad para el caso de S. aureus MS 1 debido a que se obtuvieron halos de

inhibicién del crecimiento de mayor didmetro.
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Figura 17: Actividad antibacteriana de JR LP por técnica de difusién en pozo sobre
S. aureus MR 2
Referencias: C(+): control positivo de crecimiento bacteriano; D: diluyente de la muestra (agua destilada
estéril); 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80 y 90 representan la concentracién de la JR C expresada en % p/p; 100:
Jjalea real sin diluir (pura).

Las cepas de Streptococcus mostraron mayor resistencia a la JR LP debido a que
cuatro de ellas no fueron inhibidas en su crecimiento en ninguna de las concentraciones
que fueron probadas. Asi, las cepas S. uberis y S. dysgalactiae 2 y 3 como también la
cepa de referencia S. agalactiae 1, resultaron ser totalmente resistentes a la JR LP, ya
que no se observaron halos de inhibicion de su crecimiento en ninguna de las diluciones
ensayadas de JR LP, inclusivecuando se us6 la JR LP sin diluir. La bacteria S. uberis es
un microorganismo ambiental que se comporta como patégeno oportunista que
comunmente causa mastitis bovina, siendo la principal causa de reinfeccién durante los
periodos de sequia. Ademas, este microorganismo es el mas resistente a los antibidticos
cuando se lo compara con otras especies del género Streptococcus, tales como S.
agalactiae y S. dysgalactiae (Guérin-Faublée y col., 2002). De las cepas bacterianas del
género Streptococcus estudiadas, la cepa de S. agalactiae 3 fue la mas sensible a la JR
LP, ya que se observo actividad antibacteriana hasta el 70 %. Por otra parte, S.

agalactiae 2 solo pudo ser inhibida por la muestra de JR LP sin diluir.
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La actividad antibacteriana de las muestras de jalea real estudiadas sobre P.
aeruginosa podria ser de importancia en el desarrollo de ungiientos para el tratamiento
de heridas, debido a que esta bacteria se encuentra frecuentemente en personas con
heridas de piel, particularmente en aquellas relacionadas con quemaduras (Abdelatif y
col., 2008). Ademas, resulta interesente la actividad antibacteriana de jalea real sobre las
cepas de E coli y sobre K. pneumoniae. Esta bacteria puede causar neumonia, pero, mas
a menudo, estd vinculada con enfermedades del tracto urinario y con infecciones de
heridas adquiridas por contaminacion del medio ambiente, especialmente en individuos
inmunosuprimidos. La virulencia de estas cepas se incrementa y las infecciones
intrahospitalarias aumentan debido a la creciente aparicién de cepas resistentes a los
antibioticos, especialmente a los antibi6ticos B-lactimicos debido a que K. preumoniae
es un productor de beta lactamasas (Gaitan y Espinal Marin, 2009; Martinez Ramos y
col., 2005).

5.3.1. Andlisis estadistico

La interaccién entre el grupo bacteriano y el lugar de procedencia de la muestra
resulté no significativa (p > 0,05), lo cual indica que en las cuatro muestras se observan
las mismas diferencias entre los grupos bacterianos. Por otro lado, los factores grupo
bacteriano y procedencia de la muestra resultaron ambos significativos (p < 0,05) lo
cual denota que hay diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

bacterianos y también entre los lugares de procedencia.
En la Tabla 17 se observan las CIM promedio que fueron obtenidas a partir de

las CIM de las cuatro muestras de jalea real sobre todas las cepas en cada uno de los

grupos bacterianos.
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Tabla 17: CIM promedio y desvios estandares para cada grupo bacteriano, incluyendo las
cuatro muestras. (Letras diferentes “a” o “b” indican diferencias estadisticamente significativas)

Grupo . i 4isis Gram
Baeriaa Staphylococcus sp. | Enterococcus sp. | Streptococcus sp. sl
Media
(% p/p) 53,3a 69,5 b 74,5 b 76,7 b
Desvio
estandar (% p/p) 16,5 18 16,9 16,5

A partir del test a posteriori de Tukey se puede concluir que el grupo

Staphylococcus sp. fue el mas sensible (a) con respecto a los otros tres grupos, no

habiendo diferencias significativas entre ellos (b) (Enterococcus sp., Streptococcus sp. y

bacterias Gram negativo, independientemente del lugar de procedencia de la jalea real

(Figura 18).
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Figura 18: CIM promedio de las cuatro muestras para cada grupo bacteriano ¢ intervalo de
confianza de Tukey

En la Tabla 18 se muestran las CIM promedio (incluyendo los cuatro grupo

bacterianos) de los cuatro lugares de procedencia de las muestras de jalea real.
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Tabla 18: CIM promedio y desvios estdndares para cada muestra, incluyendo los cuatrce grupos
bacterianos. (Letras diferentes “a” o “b” indican diferencias estadisticamente significativas)

Muestra Corrilobo Norte Grande | La Pampa Regional
Media 59.8 2 67,9 ab 71,2 be 82,9 ¢
(% p/p)

Desvio

estandar 17,7 21,5 16,5 12,6

(% p/p)

A vpartir del test a posteriori de Tukey se puede concluir que las muestras de
Corrilobo y de Norte Grande fueron las que tuvieron en promedio menor CIM, no
habiendo diferencias estadisticamente significativas entre ellas (a), mientras que las
muestras de La Pampa y Regional tuvieron en promedio la mayor CIM siendo la
diferencia entre ellas estadisticamente no significativa (c). Ademas las muestras de La
Pampa y de Norte Grande no presentaron diferencias significativas (b). Por otro lado,
las muestras de Norte Grande y Regional, de Corrilobo y Regional y de Corrilobo y La

Pampa presentaron diferencias significativas una con otra (letras diferentes entre ellas)

(Figura 19).

100
90
CIM 80 E
70
60

1 : !

Corrilobo La Pampa Norte Grande Regional

prrad e b teren il

|]II1|TIT[F][I|I|II'TIII’I

50

Figura 19: CIM promedio de los cuatro grupos bacterianos para cada muestra e intervalo de
confianza de Tukey

En un estudio sobre la actividad antimicrobiana que fue realizado con muestras
de jalea real procedentes de diferentes origenes geograficos de Turquia (Stocker, 2003),
se pudo confirmar que existieron variaciones entre las muestras recolectadas en distintas

areas. Considerando que la sensibilidad de las bacterias a los productos apicolas varia
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considerablemente con el tipo de producto y su variedad (Boukrad y Sulaiman, 2009),
las diferencias detectadas en esta tesis entre las muestras de Corrilobo y Regional, entre
las muestras de Corrilobo y La Pampa, y entre las muestras de Norte Grande y
Regional, (letras diferentes en Tabla 18), podrian ser explicadas por el hecho de que

proceden de diferentes regiones geograficas de 1a Argentina.

Estos resultados de actividad antibacteriana, empleando la técnica de difusion en
pozo, indican que las muestras de jalea real que se estudiaron en esta Tesis y que se
obtuvieron de diferentes regiones de la Argentina poseen un amplio efecto inhibitorio
sobre cepas procedentes de diversos origenes, tales como aquellas causantes de
infecciones superficiales en seres humanos, mastitis en bovinos y aislamientos de
bacterias Gram negativo a partir de muestras de agua, catéter intravenoso y compostaje
de aves. Ademas, por medio de la aplicacion de esta metodologia, fue posible obtener
las CIM de las muestras de jalea real correspondientes a cada cepa bacteriana en
particular. En coincidencia con los resultados de esta Tesis, en otros estudios también se
observo una mayor sensibilidad de la técnica de difusion en pozo en comparacion con la
de difusién en disco, al evaluar la actividad antibacteriana de extractos de productos
naturales. Estos estudios consideran que, utilizando la técnica de difusiéon en pozo es
mucho menos probable que la composicion de las mezclas complejas de productos
solubles e insolubles en la muestra que se evalia interfieran con la transferencia o
difusion de la sustancia antimicrobiana en el agar, tal como ocurre en la técnica de

difusién en disco (Valgas y col., 2007).

5.4. Determinacion de la concentracién inhibitoria minima (CIM) de jalea real por la

técnica de microdilucion en caldo

Para evaluar la utilizaciébn de ésta metodologia en el estudio de actividad
antibacteriana de jalea real se utilizé la muestra JR C enfrentdandola con algunas de las
cepas, tanto Gram positivo como Gram negativo. Se seleccionaron aquellas cepas que
resultaron ser las mas sensibles a la accién antibacteriana de la JR C cuando
anteriormente habian sido evaluadas por la técnica de difusién en pozo. Ademas se

incluyeron cepas de referencia.
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Se preparé una solucién madre de la-JR C en agua destilada estéril con una
concentracion de 500 mg/mL (solucién que a esa concentracion fue incapaz de reducir
per se al indicador TTC). Se evaluaron concentraciones diluidas en base logx de la JR C
partiendo desde 50 mg/mL hasta 0,1 mg/mL, las cuales se ubicaron en los pocillos 1
(solucién madre) y en los pocillos 2 a 10 desde la diluciones 'z hasta 1/512. En las filas
A, B y C de la microplaca se evalu6 la actividad antibacteriana de una cepa bacteriana,
en las filas D, E y F la actividad sobre una segunda cepa; en las filas G y H se colocaron
los correspondientes controles negativos. Luego de la incubacion, se obtuvieron las
CIM de cada una de las bacterias ensayadas, registradas como el ultimo pocillo en el
cual no se observo coloracion rosada, que es donde no hubo desarrollo bacteriano y por
lo tanto fue donde las bacterias fueron incapaces de reducir el TTC a formazéan de color
rojizo. Es importante destacar que, en todos los casos, se obtuvieron los mismos
resultados, o sea un mismo valor de la CIM para las tres determinaciones que fueron
realizadas en cada una de las cepas. Ademas, no se observé ningin cambio de
coloracion en los pocillos de las filas G y H, correspondientes a los controles negativos
(diluciones de la muestra sin la incorporacion del indculo bacteriano).

Cabe aclarar que al comienzo de los trabajos de la presente Tesis esta
metodologia debid ser puesta a punto y en los primeros ensayos se utilizé6 como
indicador de crecimiento bacteriano a la resarzurina, pero luego se observo que todas las
diluciones de la jalea real reducian per se a dicho indicador, impidiendo de ese modo la
visualizacion del efecto inhibitorio; por lo tanto la resarzurina no fue utilizada como

indicador y fue reemplazada por el TTC.

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos indicando la CIM de JR C
sobre las cepas bacterianas ensayadas por la técnica de microdiluciéon en caldo. Se
observa que, a excepcion de P. aeruginosa 1, todas las demas cepas estudiadas fueron
sensibles a la JR C. Al igual que lo observado en la técnica de difusion en pozo, de
todas las cepas ensayadas, las mas sensibles fueron Enterococcus faecalis 2, cepa que
fue aislada de infeccion de tobillo humano y S. aureus MR 2 y S. uberis, ambas aisladas

de infecciones de leche de vacas con mastitis.
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Tabla 19: Actividad antibacteriana de JR C por la técnica de microdilucion en caldo
(CIM: mg JR/mL, n=3)

" Cepas Bacterianas CIM (mg/mL)
Enterococcus faecalis 2 12,5
Staphylococcus aureus MS 1* 25
Staphylococcus aureus MS 2 25
Staphylococcus aureus MR 1 25
Staphylococcus aureus MR 2 12,5
Streptococcus agalacteae 1* 25
Streptococcus dysgalactiae 1* 25
Streptococcus uberis 12,5
Escherichia coli B 50
Pseu;i;;mbnas aeruginosa 1 NI

Del analisis de estos resultados se puede concluir que la técnica de
microdilucion en caldo empleando TTC como indicador, puede ser utilizada y es
apropiada para evaluar la actividad antibacteriana de las muestras de jalea real. Es por
ello que, una vez puesta a punto esta técnica, la misma se empled para realizar los
estudios de actividad antibacteriana de la fraccidn lipidica activa de JR C como se vera
mas adelante, en el punto 8 de esta seccion.

De los resultados de esta Tesis y de los trabajos de otros autores (Stocker, 2003;
Yatsunami y Echigo, 1985) se concluye que debido a las propiedades antibidticas de la

jalea real, este producto natural podria tener un amplio uso en apiterapia.

En la Figura 20 se muestra la microplaca en donde se realiz6 el ensayo para
determinar la actividad antibacteriana de la JR C mediante la técnica de microdilucién
en caldo sobre las cepas Staphylococcus aureus MS 1(filas A, B y C) y Staphylococcus
aureus MS 2 (filas D, E y F). Como puede verse en esta fotografia, la CIM de ambas
cepas bacterianas se visualiza claramente en el pocillo 2, que es la ultima dilucién de la

jalea real en la cual se observa ausencia de coloracidn rosada o rojiza.
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CIM: 25 mg/mL Control (+)

Staphylococcus
aureus MS 1
Staphylococcus
aureus MS 2

T O m o m onH W

Control (-) {
Figura 20: Actividad antibacteriana de JR C sobre
S. aureus MS 1 y S. aureus MS 2 por la técnica de microdilucion en caldo

6. Ensayos de actividad antibacteriana de extractos etéreos (EE) y extractos

desgrasados (ED) de jalea real por la técnica de difusion en pozo

Para la realizacion de este ensayo, se eligieron las cepas bacterianas aisladas de
infecciones superficiales en el ser humano y de leche procedente de casos de mastitis
bovina, seleccionando las cepas que resultaron, en general, mas sensibles a las muestras
JRNG,JRCyJRLP.

Cabe aclarar que, como se explicd en la seccion de Materiales y Métodos, los
EH de las muestras no fueron estudiados para evaluar su actividad antibacteriana por la
técnica de difusion en pozo, debido a que se obtuvo poca cantidad de los mismos. Estos
extractos solo se utilizaron para realizar técnicas de separacion por cromatografia en
capa delgada.

Cuando se evallan sustancias antimicrobianas no solubles en agua, es necesario
incorporar un solvente para asegurar el contacto entre el microorganismo y la sustancia
estudiada mientras dure el experimento. Uno de los mas utilizados es el DMSO (Mann y
Markham, 1998). Por esto, los EE fueron disueltos en DMSO; el mismo solvente es
también utilizado como transportador de compuestos naturales, el cual favorece la
difusion de los componentes con actividad antibacteriana en el medio de cultivo (Valgas

y col., 2007). Los ED fueron disueltos en agua destilada estéril.
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En la Tabla 20 se resumen los resultados de la actividad antibacteriana del EE y
ED de JR NG, en la cual se observa el promedio de los didmetros de los halos de
inhibicién del crecimiento en milimetros. Las celdas sombreadas indican la minima
concentracién del extracto requerida para ejercer efecto inhibitorio sobre cada cepa

estudiada.

Tabla 20: Actividad antibacteriana del EE y ED de JR NG sobre cepas aisladas de infecciones
superficiales en seres humanos y de mastitis en bovinos por la técnica de difusion en pozo

EE (mg/mL)
Cepas Bacterianas 68 34 17 8,5 43 2.1 1
14,7 10,0 6,3
E. faecalis 3 (1,2) (0,0 (0,6) NI NI NI NI
9,7 7,0
S. aureus MS 2 (1,2) (0,0 NI NI NI NI NI
8,7
S. aureus MR 1 (1,2) NI NI NI NI NI | NI
12,0
S. aureus MR 2 (0,0) NI NI NI NI NI NI
14,0 10,3
S. agalactiae 2 (0,0) (0,6) NI NI NI NI NI
11,7 6,7 5,0
S. dysgalactiae 3 (1,2) (1,2) (0,0) NI NI NI NI
; NI NI NI NI NI NI NI
P. aeruginosa 2
ED (mg/mL)
Cepas Bacterianas 470 235 117,85 58,8 29,4 14,7 7,4
14,3
E. faecalis 3 (0,6) NI NI NI NI NI NI
o NI NI NI NI NI | NI
S. aureus MS 2 (0,0)
13,0
S. aureus MR 1 (0,0) NI NI NI NI NI NI
13,3
S. aureus MR 2 (0,6) NI NI NI NI NI NI
11,7
S. agalactiae 2 (1.2) NI NI NI NI NI NI
10,0
NI NI NI NI
S. dysgalactiae 3 (0,0) NI NI
. NI NI NI NI NI NI NI
P. aeruginosa 2

Nota: NI: No Inhibe. Didmetros promedio de halos de inhibicion del crecimiento y desvios estandares
(entre paréntesis) en milimetros.
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A excepcion de la cepa P. aeruginosa 2, todas las demds cepas ensayadas fueron
sensibles al EE de la JR NG, siendo E. faecalis 3 y S. dysgalactiae 3 las cepas mas
sensibles debido a que resultaron inhibidas a menores concentraciones del extracto. Las
cepas S. aureus MR 1 y MR 2 fueron las mas resistentes, requiriéndose de la maxima
concentracion estudiada para ejercer un efecto inhibitorio del crecimiento.

Con respecto al ED, de igual modo que para el EE, P. aeruginosa 2 no resulté
inhibida en su crecimiento en ninguna de las concentraciones evaluadas. El resto de las
cepas fueron sensibles, aunque la inhibicion del crecimiento bacteriano sélo se produjo
~ a la maxima concentracién del extracto (470 mg/mL); los diametros de los halos de
inhibicion del crecimiento de las diferentes bacterias fueron similares.

A modo ilustrativo se presenta la Figura 21 correspondiente a la actividad

antibacteriana del ED de la JR NG sobre la cepa S. aureus MR 2.

Figura 21: Actividad antibacteriana del ED de JR NG sobre
S. aureus MR 2 por la técnica de difusion en pozo
Referencias: Concentracién del ED de JR NG en mg/mL. 1: 470; 2: 235; 3: 117,5; 4: 58,8; 5: 29,4; 6: 14,7;
7: 7,4; D: diluyente del ED (agua destilada estéril); C (+): control positivo del crecimiento bacteriano

En la Tabla 21 se muestran los resultados de la actividad antibacteriana del EE y
ED de la JR C, en la cual se detalla el promedio de los didmetros de los halos de
inhibicion del crecimiento en milimetros. Las celdas sombreadas indican la minima
concentracion del extracto que fue requerida para ejercer efecto inhibitorio sobre cada

una de las cepas estudiadas.
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Tabla 21: Actividad antibacteriana del EE y ED de JR C sobre cepas aisladas de infecciones
superficiales en seres humanos y de mastitis en bovinos por la técnica de difusién en pozo

- EE (mg/mL) :
Cepas Bacterianas 16,5 83 42 2.1 1,1
E. faecalis 3 NI NI NI NI NI
S. aureus MS 2 NI NI NI NI NI
S. aureus MR 1 NI NI NI NI NI
S. aureus MR 2 . NI NI NI NI NI
S. aureus A (l(i g (171:; NI NI NI
S. aga;lactiae" 1* NI NI NI NI NI
. agalactiae 2 3:;) NI NI | NI | N NI NI
S. agalactige 3 (114’,27) (11(:6(; NI NI NI
| S agalactiae A _ (g:;) NI NI NI NI
Sopectes | op | @ | an | M| M | W | W
S. é]fs alactiae A | (z:z) . NI NI NI NI NI NI
T T j (10(: ?) . NI T N - - -
e AR  ED(mgmL) B e
Cepas Bacterianas | 400 | 200 | 100 | 50 25 | 125 | 625
E. faecalis 3 NI NI NI NI NI NI
S. aureus MS 2 NI NI NI NI NI NI
S. aureus MR 1 NI NI NI NI NI NI
S. aureus Mk-z o) NI NI NI NI NI NI
S. aureus A (101, :57) NI NI NI NI NI NI
S. agalactiae 2 NI NI NI NI NI NI NI
S. agalactiae B NI NI NI NI NI NI NI
S. dysgalactiae A (3:2) NI NI NI NI NI NI
S. uberis B (g:;) NI NI NI NI NI NI

Nota; NI: No Inhibe. Diametros promedio de halos de inhibicién del crecimiento y desvios estdndares
(entre paréntesis) en milimetros.
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Cabe destacar que, a excepcion de la cepa S. agalactiae 1, el resto de las cepas
ensayadas fueron todas sensibles al EE de la JR C. Los didmetros de los halos de
inhibicién del crecimiento de las diferentes bacterias fueron similares, a excepcion de S.
aureus A y de S. agalactiae 3, ambas cepas fueron las mas sensibles al extracto ya que
fueron inhibidas a menores concentraciones del mismo y se obtuvieron mayores halos
de inhibicién del crecimiento. Al igual que lo observado con el EE de la JR NG, las
cepas S. aureus MR 1 y MR 2 fueron maés resistentes, requiriéndose de la méaxima
concentracion estudiada para ejercer efecto inhibitorio del crecimiento (Figura 22). En
forma similar, las cepas S. agalactiae 2, S. dysgalactiae A y S. uberis también
requirieron de la maxima concentracion del extracto estudiado para lograr una
inhibicién completa de su desarrollo.

En cuanto al ED, a excepcion de la cepa S. aureus MS 2 y de las cepas S.
agalactiae 2 y B, que resultaron resistentes a todas las concentraciones probadas, el
resto de las bacterias fueron sensibles a este extracto, aunque la inhibicion del
crecimiento s6lo se produjo a la maxima concentracion probada (400 mg/mL). Ademas,
se observd que los didmetros de los halos de inhibicién del crecimiento para las

diferentes bacterias fueron similares.

Figura 22: Actividad antibacteriana del EE de JR C sobre
S. aureus MR 2 por la técnica de difusién en pozo
Referencias: Concentracion del EE de JR C en mg/mL. 1: 66; 2: 33; 3: 16,5; 4: 8,3; 5:4,2; 6: 2,1; 7: 1,1; D:
diluyente del EE (DMSO); C (+): control posiiivo dei crecimiento bacteriano
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En la Tabla 22 se muestran ios resultados de la actividad antibacteriana de los

EE y ED de la JR LP. Se observa el promedio de los diametros de los halos de

inhibicién del crecimiento en milimetros. Las celdas sombreadas indican la minima

concentracion del extracto requerida para ejercer efecto inhibitorio sobre cada una de las

cepas estudiadas.

Tabla 22: Actividad antibacteriana del EE y ED de JR LP sobre cepas aisladas de infecciones

superficiales en seres humanos y de mastitis en bovinos por la técnica de difusién en pozo

; EE (mg/mL)

o Cepas Bacterianas ' 10 5 25 13
E foccalis 4 NI NI NI NI
S. aureus MS 2 NI NI NI NI
S. aureus MR 1 NI NI NI NI
S. aureus MR 2 NI NI NI NI
S. agalactiae 3 NI NI NI NI
P. aeruginosa 2 NI NI NI NI

- ED (mg/mL) ‘

Cepas Bacterianas 550 225 112,5 56,3 28;2' 14,1 7.1
E. faecalis 4 (-3:;) NI NI NI NI NI NI
S. aureus MS 2 (g;_gL (g:z) NI NI NI NI NI
S. aureus MR 1 (10(:;;7) (?:g) NI NI NI NI NI
S. aureus MR 2 (lgi?) NI NI NI NI NI NI
S. agalactiae 3 (101, g NI NI NI NI NI NI
P. aeruginosa 2 NI NI NI NI NI NI NI

Nota: NI: No Inhibe. Didmetros promedio de halos de inhibicion del crecimiento y desvios estandares

(entre paréntesis) en milimetros.

A excepcion de P. aeruginosa 2, todas las demas cepas ensayadas fueron

sensibles al EE de 1la JR LP. Los diametros de los halos de inhibicidn del crecimiento de

las diferentes bacterias fueron similares. Las cepas S. aureus MS 2 y MR 1 resultaron

ser las mas sensibles al extracto, ya que ambas fueron inhibidas a menores

concentraciones del mismo.
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Con respecto al ED, la cepa P. aqeriginosa 2 fue resistente a todas las
concentraciones evaluadas. A diferencia de lo observado para los ED de las muestras JR
NG y JR C, el ED de la JR LP result6 ser el mas activo debido a que ejercio un efecto
inhibitorio sobre las cepas S. aureus MS 2 y MR 1 y con menores concentraciones.

Ambas cepas bacterianas fueron las mas sensibles a ambos extractos de JR LP.

En la bibliografia consultada, se puede ver que las muestras de jalea real
completas resultaron ser menos activas que sus fracciones solubles en éter, al ser
evaluadas a concentraciones similares y por la técnica de difusén en pozo sobre
Sytaphylococcus aureus, Escherichia coli y Streptomyces sp. Estos investigadores
ademas observaron que las fracciones desgrasadas no mostraron actividad
antibacteriana sobre dichas bacterias en comparacion a la fraccidn lipidica soluble en
éter, cuando ambas muestras fueron evaluadas a concentraciones de 30 mg/mL. La
fraccion desgrasada (o no soluble en éter) mostrd halos de inhibicién del crecimiento
bacteriano a concentraciones de 300 mg/mL (Eshraghi, 2005). En el presente trabajo se
observaron resultados coincidentes ya que, aunque los halos de inhibicién del
crecimiento obtenidos a partir de las “soluciones madres” del EE y del ED fueron
similares, los EE se evaluaron a concentraciones de aproximadamente unas siete veces
menores con respecto a los ED, lo que indicaria una fuerte actividad en la fraccion
lipidica de las muestras de jalea real liofilizadas que fueron utilizadas en este trabajo de
investigacion. Otros estudios, realizados sobre B. subtillis y S. aureus, demostraron que
la fraccion de jalea real soluble en éter resultd ser mas activa que la jalea real completa
y que la fraccion insoluble en éter. El principal componente de la fraccién soluble en
éter es el 10-HDA el cual corresponde a un 38 % del total de los acidos grasos
(Yatsunami y Echigo, 1985).

Para el caso de las muestras utilizadas en el presente trabajo de Tesis, se puede
observar que en algunos casos, la jalea real completa resulté activa sobre determinadas
cepas bacterianas aunque no fueron activos sus correspondientes extractos. Esto
posiblemente se debe a que las concentraciones de ios componentes activos en las
muestras completas podrian encontrase en mayor concentracién con respecto a los
extractos, ya que al realizar la técnica de difusion en pozo, las muestras puras fueron

evaluadas utilizando porcentaje p/p de las mismas, del 10 al 100%.
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Por lo anteriormente expresado y, de acuerdo con los resuitados obtenidos en el
estudio de la actividad antibacteriana de los EE y ED, se observé que los primeros
ejercieron una mayor actividad sobre las cepas evaluadas en comparacién con los
segundos; por ello se procedié a continuar con la profundizaciéon del estudio de la
fraccion lipidica de la jalea real. Con ese fin, se utilizaron tanto la muestra de referencia
(JR NG) como la muestra que resultd, en general, ser la mas activa con respecto a las

otras (JR C).

7. Ensayo de la_actividad antibacteriana de extractos lipidicos de jalea real por la

técnica de bioautografia indirecta

7.1. Separacion de compuestos de los extractos etéreo (EE) v hexdnico (EH) de jalea

real por cromatografia en capa delgada

Debido a que los extractos lipidicos resultaron ser mdas activos que sus
correspondientes extractos desgrasados, se realizd la caracterizacion e identificacion de
los compuestos con actividad antibacteriana en las muestras JR NG y JR C empleando
la técnica de biautografia indirecta. Para ello, en principio se realizo la separacion de los
componentes de los EE y EH de dichas muestras por CCD.

En primera instancia, se sembraron cromatofolios de 5 cm de alto x 3 cm de
ancho con 0,75 mg de EE y 0,5 mg de EH, ambos correspondientes a JR C. Los ensayos
se realizaron por cuadruplicado y las cantidades sembradas correspondieron a valores
aproximados.

A fin de desarrollar los cromatogramas se comenzé aplicando a ambos extractos
una FM compuesta por dos solventes de diferente polaridad: hexano (H) y éter dietilico
(Et), los cuales se utilizaron en las siguientes proporciones:

a) H:Et 90:10 (v/v)
b) H:Et 70:30 (v/v)
c) H:Et 50:50 (v/v)
d) H:Et 20:80 (v/v)
En el caso de los EE, se pudo observar que los sistemas de solventes (FM) H:Et

20:80 (v/v) y 50:50 (v/v) mostraron la mejor resoluciéon. Se observaron tres bandas,
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quedando otra sobre la linea de siembra mientras que un frente tenue avanz6 con el
solvente.

Posteriormente, se sembraron cromatofolios de 14 cm de alto x 5 cm de ancho
con 1,5 mg de EE correspondiente a JR C. Se utilizaron cromatofolios de mayor
longitud para permitir un mayor recorrido de la FM, intentando mejorar la separacion de
los componentes que eluyeron con el frente del solvente. Los ensayos se realizaron por
cuadruplicado y las cantidades sembradas correspondieron a valores aproximados.

Para intentar mejorar ain maés la resolucion de los compuestos de los EE de
ambas muestras en estudio, se utilizaron proporciones de solventes levemente
diferentes:

a) H:Et 30:70 (v/v)
b) H:Et 35:65 (v/v)

Se observd que la FM compuesta por H:Et 35:65 (v/v) resultd la mas adecuada
para ser aplicada al EE de muestras de jalea real. Con esta composicion de FM, la banda
que permanecia en la zona de siembra, se movié desde ella al cambiar la proporcién de
los solventes. De esta manera, se consigui6 separar cuatro bandas en ambos EE (Figuras

23y 24).

En el caso del EH, los sistemas de solventes H:Et 90:10 (v/v) y 70:30 (v/v)
permitieron una adecuada separacion de las bandas. Se observaron tres bandas, mientras
que otra eluy6 junto al frente del solvente y una mas cerca de la linea de siembra.

Posteriormente, se sembraron cromatofolios de 14 cm de alto x 5 cm de ancho
con 1 mg de EH correspondiente a JR C. Se utilizaron cromatofolios de mayor longitud
para permitir un mayor recorrido de la FM, intentando mejorar la separacion de los
componentes que eluyeron con el frente del solvente. Los ensayos se realizaron por
cuadruplicado y las cantidades sembradas corresponden a valores aproximados.

Para desarrollar los cromatofolios se utilizaron las FM que mostraron mejor
resolucion de las bandas:

a) H:Et 90:10 (v/v)
b) H:Et 70:30 (v/v)
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‘Se observé que la FM compuesta por H:Et 90:10 (v/v) result6 la mas adecuada
para ser aplicada al EH de muestras de jalea real. También en este caso se logrd la
separacion de cuatro bandas (Figura 25).

Para ambos extractos, a pesar de aumentar la distancia del recorrido en los
cromatogramas, continuaron eluyendo componentes con el frente del solvente.

Una vez puesta a punto la técnica de separacion de compuestos de los EE y EH
de jalea real por CCD, se obtuvieron los cromatogramas de los extractos de las muestras
JR C y JR NG a fin de ser luego utilizados en el estudio de actividad antibacteriana por
bioautdgrafia indirecta. Para ello, se realizd la siembra en cromatofolios de 7 cm de alto
X 3 cm de ancho de los EE y EH de las muestras JR C y JR NG (1 mg de
extracto/cromatofolio). Los mismos se desarrollaron utilizando la FM H:Et 35:65 (v/v)
(para los EE) y H:Et 90:10 (v/v) (para los EH). Los ensayos se realizaron por triplicado.

Los cromatogramas obtenidos con ambas muestras (JR NG y JR C) mostraron el
mismo patrén de bandas en el EE (comparar Figuras 22 y 23). Esto indica que los
componentes de dicho extracto no variarian, en principio, con el origen geogréafico de la
muestra de jalea real. Es conveniente resaltar aqui que, como se observo anteriormente
tras el andlisis estadistico del punto 5.3.1., las muestras JR C y JR NG (que poseen el
mismo patrén de bandas en sus EE), fueron las que tuvieron en promedio menor CIM
sobre las bacterias estudiadas, cuando se realiz6 la técnica de difusiéon en pozo.

Con respecto al EH, en ninguno de los cromatofolios sembrados con el EH de JR
NG se observaron bandas, sino una mancha completa en la zona de recorrido de la FM.
Por lo tanto, sélo se procedié a continuar el estudio con ambos EE y con el EH de la
muestra de JR C.

Para mejorar la visualizacién de las bandas se sembraron cromatofolios de 7 cm
de alto x 3 cm de ancho con mayor cantidad de los EE de ambas muestras y del EH de
la JR C (2,3 mg del extracto/cromatofolio, aproximadamente). Los ensayos se
realizaron por triplicado. La Figura 23 muestra el cromatograma obtenido tras la
siembra del EE de la JR NG y la Figura 24 el obtenido a partir del EE de la JR C. Como
se indico anteriormente, en ambos extractos etéreos se observan las mismas bandas, con
R¢ similares para cada una de las ellas. En la Figura 25 se pueden observar las bandas

correspondientes al EH de la JR C.
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Se destaca que, aumentando al doble la concentracion de los diferentes extractos
sembrados, y manteniendo los mismos sistemas de solventes, se mejora la visualizacién
de las bandas de los compuestos eluidos sin cambiar notoriamente los Rr de los mismos.
Los diferentes cromatogramas desarrollados en este punto fueron utilizados en los
ensayos de actividad antibacteriana por la técnica de bioautografia indirecta y se

realizaron comparaciones con aquellos sembrados con la mitad de la cantidad de los

extractos en estudio.

Frente del
solvente Frente del
solvente
Ry 0,55
Ry 0,57
R 0,33 R 0,39
Rf: 0,25
Ry 0,32
Rg: 0,18 R 0,22
Figura 23: CCD del EE de JR NG Figura 24: CCD del EE de JR C
FM: H:Et 35:65 (v/v) FM: H:Et 35:65 (v/v)

Frente del
solvente

Rf: 0,90
Rf: 0,81

Ry: 0,45

Ry 0,05

Figura 25: CCD del EH de JR C
FM: H:Et 90:10 (v/v)
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En la bibliografia consultada se informa que al utilizar el mismo tipo de silica
gel y un sistema de solventes similar, para desarrollar las CCD del extracto lipidico de
jalea real, se obtienen resultados analogos a los del presente trabajo. Estos
investigadores caracterizaron por cromatografia gaseosa los compuestos eluidos.
También se encontré que eluia una banda con un Ry de 0,05 correspondientes a acidos
grasos dihidroxilados. Aquellos compuestos que eluian en un intervalo de Reentre 0,18
y 0,27 correspondian a &cidos grasos monohidroxilados. Por otra parte, aquellas bandas
con un Ry de 0,38 correspondieron a esteroles. Ademas, se obtuvieron bandas en un
intervalo de R¢entre 0,60 y 0,74, los cuales correspondieron a acidos dicarboxilicos. Por
ultimo, los compuestos mas afines al sistema de solventes con Ry entre 0,90 y

0,97correspondieron a &cidos grasos y a hidrocarburos (Lercker y col., 1981).

7.2. Técnica de bioautografia indirecta

Una vez puesta a punto la separacion de los compuestos de ambos extractos
lipidicos de jalea real (EE y EH), se procedid a evaluar la actividad antibacteriana de los
mismos. Para ello se realiz6 la técnica de bioautografia utilizando la metodologia
descripta por Gende y col (2008) con una modificacion. La misma consistié en utilizar
TTC al 0,05 % en lugar del 5 %.

La bioautografia es una técnica utilizada para detectar sustancias que afectan la
velocidad de crecimiento de los microorganismos a partir de una mezcla compleja. Es
un método de “screening” que da idea de la presencia o ausencia de sustancias con
actividad antimicrobiana en productos naturales. Por lo tanto, es considerada una
técnica cualitativa. Uno de los campos de aplicacion de la bioautografia es la
investigacion de antibidticos y de otros compuestos biologicamente activos en agua,
fluidos corporales, alimentos, etc. (Ratanavalachai y Wongchai, 2002).

En primer lugar, se realiz6 la metodologia utilizando los cromatogramas
sembrados con los EE de ambas muestras y con el EH de la JR C. En todos los casos, se
sembré aproximadamente 1 mg del extracto/cromatofolio. Los ensayos se realizaron por
triplicado, observandose los mismos resultados en cada uno de ellos y para cada
extracto. Para el caso del EE de la JR C, se pudo observar, de manera muy tenue, una

zona de inhibicion en las bandas cuyos Rf se encuentran en el intervalo de 0,22 a 0,39.
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Ry 0,39

Rf: 0,32

Rf: 0,22

Figura 26: Bioautografia del EE de JR C (2,3 /cromatofolio) sobre S. aureus MS 1.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 35:65 (v/v)

La Figura 27 muestra la bioautografia realizada a partir del EE de la JR NG
sobre la cepa en estudio. En ella, también se observa una gran zona de inhibicion del
desarrollo bacteriano que abarca tres bandas del cromatograma tal como se indica con la
flecha sobre el cromatograma a la derecha de la figura. Las bandas que poseen actividad
antibacteriana sobre S. aureus MS 1 corresponden a los Ry 0,18; 0,25 y 0,33
obteniéndose resultados similares a los anteriores cuando se sembro menor cantidad de

extracto.

R¢: 0,33
R¢: 0,25

Ry: 0,18

Figura 27: Bioautografia del EE de JR NG (2,3 /cromatofolio) sobre S. aureus MS 1.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 35:65 (v/v)
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Por lo tanto, los compuestos del EE de la JR C que fueron mas retenidos por la silica
gel, y por ende, de mayor polaridad, demostraron ejercer actividad antibacteriana sobre
S. aureus MS 1. Con respecto al EE de la JR NG se pudieron observar resultados
similares, debido a que las zonas de inhibicion se correspondieron con las bandas cuyos
R¢ se encuentran en el intervalo de 0,18 a 0,33. Al igual que lo observado para el EE de
JR C, los compuestos del EE de la JR NG mas retenidos por la silica gel (de mayor
polaridad) demostraron ejercer actividad antibacteriana sobre la cepa S. aureus MS 1.
En cuanto al ensayo realizado a partir del EH de la JR C, se observo una zona tenue de
inhibicion del crecimiento bacteriano que se corresponde con la Gltima banda eluida en
el cromatograma (Rys: 0,05); por lo tanto, el compuesto de mayor polaridad del EH de la
JR C demostro actividad antibacteriana sobre la cepa S. aureus MS 1.

A continuacion, se procedid a realizar la bioautografia a partir de los
cromatogramas sembrados con mayor cantidad de ambos EE y del EH de la JR C para
mejorar la visualizacidn de las bandas. En cada caso, se sembraron aproximadamente
2,3 mg del extracto/cromatofolio. Ademads, se utiliz6 mayor volumen del indculo
bacteriano (1.000 pL en lugar de 200 pL. como se utilizé anteriormente), manteniendo
la misma concentracién de TTC (0,05 % p/v), para mejorar la visualizacion de las zonas

de inhibicion del crecimiento bacteriano.

En la Figura 26 se observan los resultados de la bioautografia realizada a partir
del cromatograma desarrollado con el EE de la JR C en la cual, a la izquierda, se
observa la placa de Petri tras su incubacion a 37 °C por 24 h, donde el color rosado
indica crecimiento bacteriano; a la derecha, se observa el cromatograma a partir del cual
se realiz6 dicha bioautografia, mostrando el patrén de bandas bajo la luz UV.

Se observa una gran zona de inhibicién del desarrollo bacteriano que se
demuestra por la ausencia de coloracién y, tal como lo indica la flecha sobre el
cromatograma a la derecha de la figura, abarca las tres bandas correspondientes a los Ry
0,22; 0,32 y 0,39, obteniéndose resultados similares a los anteriores cuando se sembro

menor cantidad de extracto.
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Los acidos grasos de la jalea real han atraido la atencion de los investigadores
debido a sus interesantes rasgos quimicos y a sus actividades farmacolédgicas (Tani y
col., 2009). Como se explicd anteriormente, otros trabajos informan que los compuestos
eluidos en el intervalo de Ry entre 0,18 y 0,27 corresponden a &cidos grasos
monohidroxilados (Lercker y col., 1981). El principal dcido graso en la jalea real es un
acido graso monohidroxilado, el 10-HDA (Garcia-Amoedo y Almeida-Muradian,
2003). La cantidad de este acido graso en jalea real pura varia dependiendo del origen
de la misma y de las caracteristicas de las abejas. Se ha comprobado que el 10-HDA
posee una gran variedad de efectos farmacologicos, tales como actividad antitumoral,
promotor de la produccion de colageno y actividad antibidtica (Yang y col., 2010). Con
respecto a su espectro antimicrobiano, se ha informado que el 10-HDA inhibe el
crecimiento de hongos y de bacterias Gram positivo y Gram negativo tales como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas
aeruginosa (Hornitzky, 1998; Isidorov y col., 2011; Melliou y Chinou, 2005).

En la Figura 28 se muestra la bioautografia realizada con el cromatograma
desarrollado a partir del EH de la JR C, en la cual se observa una zona de inhibicion
bien definida que se corresponde con la ultima banda eluida en el cromatograma (Rg:
0,05) tal como se indica con la flecha; por lo tanto, el compuesto de mayor polaridad del
EH de la JR C demostrd tener actividad antibacteriana sobre la cepa S. aureus MS 1,

observandose resultados similares a los anteriormente descriptos.

R¢: 0,05

Figura 28: Bioautografia del EH de JR C (2,3 mg/cromatofolio) sobre S. aureus MS 1.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 90:10 (v/v)
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Luego de realizados los diferentes ensayos de bioautografia se pudo demostrar
que, al aumentar la cantidad de extracto, se observa una mayor actividad inhibitoria
sobre la cepa S. aureus MS 1. Por otra parte, se pudo mejorar la visualizacion de la zona
de inhibicion al incrementar la cantidad de inoculo bacteriano utilizado, lo que conllevo
a un aumento en la intensidad del color rosado del formazan debido a un incremento de
la actividad respiratoria de las bacterias.

En los EE de ambas muestras no se demarcaron correctamente las bandas con
actividad antibacteriana. Para evitar este inconveniente se realizo la siembra de menor
cantidad de cada extracto (0,75 mg/cromatofolio), pero manteniendo la misma cantidad
de in6culo bacteriano (1 mL).

En la Figura 29 se observan los resultados de la bioautografia realizada a partir
del cromatograma desarrollado con el EE de JR C en la cual, a la izquierda, se observa
la placa de Petri tras su incubacién a 37 °C por 24 h, donde el color rosado indica
crecimiento bacteriano; a la derecha se observa el cromatograma a partir del cual se
realizé dicha bioautografia, mostrando el patron de bandas bajo la luz UV. Se observa
uﬁa pequefia zona de inhibicion del desarrollo bacteriano, que se demuestra por
ausencia de coloracién y, como indica la flecha sobre el cromatograma a la derecha de

la figura, abarca la banda correspondiente al R¢0,22.

Figura 29: Bioautografia del EE de JR C (0,75 mg/cromatofolio) sobre S. aureus MS 1.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 35:65 (v/v)
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En la Figura 30 se observan los resultados de la bioautografia realizada a partir
del cromatograma desarrollado con el EE de la JR NG (0,75 mg/cromatofolio). Se
observa una pequefia zona de inhibicién del desarrollo bacteriano que se demuestra por
ausencia de coloracién y, como indica la flecha sobre el cromatograma de la derecha de

la figura, abarca la banda correspondiente al R¢0,18.

Figura 30: Bioautografia del EE de JR NG (0,75 mg/cromatofolio) sobre S. aureus MS 1.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 35:65 (v/v)

Otros investigadores utilizaron diferentes sistemas de solventes para desarrollar
cromatogramas del extracto lipidico de jalea real y luego, a través de la bioautografia,
verificaron que las sustancias antibacterianas de dicho extracto se encuentran en la
fraccién acida y podrian ser compuestos polares aromaticos o compuestos insaturados
dado que el promedio de Ryes 0,07, cuando se utiliza el sistema de solventes 29 %
metanol en cloroformo a temperatura ambiente, mientras que el valor promedio de Rres
0,66, cuando se utiliza el sistema hexano:éter dietilico en proporcién 1,5:1 a 0 °C
(Eshraghi, 2005).

Una vez puesta a punto la técnica de bioautografia en cuanto a cantidades de
extracto sembradas en cada cromatofolio y cantidad de indculo bacteriano utilizado, se
realizaron ensayos, a modo comparativo para el EE de JR C, utilizando las cepas que
resultaron las mas sensibles dentro de cada grupo de bacterias aisladas de mastitis
bovina, cuando se analizaron por la técnica de difusién en pozo con JR C completa. Las
cepas utilizadas fueron Staphylococcus aureus A, Streptococcus agalactiae B y

Escherichia coli B.
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En la Figura 31 se muestran los resultados de la bioautografia realizada a partir
del cromatograma desarrollado con el EE de JR C (0,75 mg/cromatofolio) sobre S.
aureus A. Se utilizé 1 mL del in6culo bacteriano correspondiente. Se observa una zona
de inhibicion del desarrollo bacteriano que se demuestra por ausencia de coloracién
rojiza del formazéan y, como indica la flecha sobre el cromatograma a la derecha de la

figura, abarca la banda correspondiente al R¢ 0,22.

Ry 0,22

Figura 31: Bioautografia del EE de JR C (0,75 mg/cromatofolio) sobre S. aureus A.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 35:65 (v/v)

De igual modo, la Figura 32 muestra los resultados de la bioautografia realizada
a partir del cromatograma desarrollado con el EE de JR C (0,75 mg/cromatofolio) sobre
E. coli B: También se utiliz6 1 mL del in6culo bacteriano correspondiente. En esta
fotografia, se observa una menor zona de inhibicién del crecimiento bacteriano con
respecto a la mostrada enla Figura 30, la misma también correspondi6 a la banda con
R¢: 0,22. Estos resultados coinciden con lo observado en la técnica de difusién en pozo,
en la cual las bacterias Gram negativo fueron las mas resistentes a la accion

antibacteriana de la JR' C completa con respecto a las Gram positivo, observandose

halos de inhibicion del crecimiento de menor tamafio en el caso de las primeras.
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Ry: 0,22

Figura 32: Bioautografia del EE de JR C (0,75 mg/cromatofolio) sobre a E. coli B.
Cromatograma desarrollado en placa de silica gel de 7 cm de alto x 3 cm de ancho.
FM: H:Et 35:65 (v/v)

Con respecto a la bioautografia ensayada sobre la cepa S. agalactiae B, se pudo
observar una zona de inhibicidn del crecimiento bacteriano que también correspondio6 a
la banda con Ry 0,22. La visualizacion de las zonas de inhibicion del crecimiento
bacteriano no fue la 6éptima debido a que el cambio de color fue tenue, por lo que no se
pudieron obtener buenas fotografias demostrativas.

Se pudo concluir que la fraccion lipidica activa del EE de JR C corresponde a una
banda con un R¢ de 0,22 por lo que se continu6 con la obtencion y el estudio de los
componentes activos de dicha banda sobre un mayor nimero de bacterias.

De esta manera, se pudo observar que la técnica de bioautografia es de gran
utilidad para evaluar la actividad antibacteriana de extractos de diferentes productos
naturales. Esta técnica, también fue utilizada por Sawaya y col. (2004), quienes
realizaron bioautografia de extractos etanodlicos de propdleos y observaron una gran
zona que inhibi6 el crecimiento de S. aureus. Por otro lado, Gende y col. (2008),
observaron por bioautografia que el aceite esencial de canela y dos de sus principales
componentes (cinamaldehido y eugenol) presentaron actividad antibacteriana sobre
cepas de P. larvae, agente causal de la Loque Americana de las abejas, utilizando cepas

obtenidas de diferentes origenes geograficos.
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8. Ensayos de actividad antibacteriana de la fraccion lipidica activa (FIL.A) del

extracto etéreo (EE) de JR C por la técnica de microdilucion en caldo

8.1. Separacion y obtencion de los compuestos del extracto etéreo (EE) de JR C

A fin de obtener una mayor cantidad de la fraccién lipidica activa del EE de la
jalea real, para poder realizar los diferentes experimentos de actividad antibacteriana, se
procedid a efectuar una cromatografia en columna de silica gel, como se detall6 en el
punto 9.1 de la secciéon Materiales y Métodos.

A partir de la columna sembrada con el EE de la JR C se obtuvieron 113
fracciones de 2 mL cada una. Luego de realizar CCD de estas fracciones (y del EE
completo de la JR C a fin de realizar comparaciones) se observd bajo luz UV y se
comprobd que las 113 fracciones se correspondian a 5 fracciones Gnicamente debido a
que se observaron 5 bandas con diferentes Ry Las bandas correspondieron a los
siguientes Ry 0,22; 0,32; 039, 0,57 y 1,00. Estos resultados concuerdan con lo observado
en el punto 7.1 de esta seccion. Por lo tanto, se procedi6 a colectar todas las fracciones
de una misma banda (igual Rf) en un tUnico recipiente. Se conservo la fraccidon
correspondiente a la banda de Ry 0,22 debido a que ejerci6é actividad antibacteriana
(evaluada por bioautografia) sobre las cepas S. aureus MS 1, S. aureus A, E. coli By S.
agalactiae B. La banda activa se denominé fraccion lipidica activa (FLA) del EE de la
JR C.

En la Figura 33 se muestra el cromatograma obtenido tras la siembra de la FLA
del EE de la JR C y del 10-HDA patrén. Se puede observar en ella que la FLA contiene

una sola banda que coincide con el Ry del patron (Rf 0,22).
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Re: 0,22

Ry 0,22
(FLA)

(10 HDA)

Figura 33: Cromatograma de la
FLA del EE de JR Cy del 10-HDA

Con la finalidad de evaluar la actividad antibacteriana de la FLA del EE de JR C
y obtener resultados cuantitativos, se procedié a realizar la determinacion de CIM
mediante la técnica de microdilucién en caldo, la cual fue previamente puesta a punto
para muestras de jalea real completa, siendo posible, por lo tanto, ser utilizada para sus
correspondientes extractos. A modo comparativo se obtuvo la CIM del 10-HDA patrén

para cada cepa evaluada con la FLA del EE de JR C.

8.2. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima de la fraccion lipidica

activa (FLA) del EE de JR C y del dcido 10-hidroxi-2-decenoico (10-HDA) patron por

la técnica de microdilucion en caldo

Para realizar el estudio de la actividad antibacteriana de la FLLA del EE de JR C
y del 10-HDA patrén por la técnica de microdilucién en caldo, se prepararon
“soluciones madre” de cada uno de ellos, utilizando como solvente una mezcla estéril
de DMSO/agar-agar al 0,15 %, en proporciéon 50:50. Se preparé una “soluciéon madre”
de aproximadamente 24 mg de FLA/mL y una “solucién madre” de aproximadamente
28 mg del 10-HDA/mL. Luego de la incubacion se obtuvieron las correspondientes
CIM para cada una de las cepas bacterianas ensayadas, registradas por el ultimo pocillo
en donde no se observo coloracién rosada, o sea donde no hubo desarrollo bacteriano.
Es importante destacar que en todos los casos se obtuvieron los mismos resultados

(igual valor de CIM) en los tres ensayos realizados para cada bacteria. Ademas, no se
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observdé cambio de coloraciéon en ninguno de los pocillos correspondientes a los
controles negativos (diluciones de FLA o del 10-HDA, sin la incorporacion del in6culo
bacteriano) indicando que las diferentes concentraciones evaluadas de ambos no fueron

capaces de reducir al TTC por si solas.

En la Tabla 23 se muestran los resultados obtenidos indicando la CIM de la FLA
y del 10-HDA sobre las cepas bacterianas que fueron ensayadas por la técnica de

microdilucion en caldo.

Tabla 23: Actividad antibacteriana de la FLA del EE de JR Cy del 10-HDA
por técnica de microdilucion en caldo (CIM: mg/mL, n=3)

Cepas Bacterianas CIM FLA CIM 10-HDA
E. faecalis 1* 2,4 2,8
E. faecalis 2 1,2 1,4
E. faecalis 3 1,2 1,4
E. faecalis 4 2,4 2,8
E. faecium 2,4 2,8
S. aureus MS 1* 1,2 1,4
S. aureus MS 2 1,2 1,4
S. aureus MR 1 1,2 1,4
S. aureus MR 2 2.4 2,8
S. aureus A 2.4 2,8
S. agalactiae 1* NI NI
S. agalactiae 2 2,4 2,8
8. agalactiae 3 0,6 0,7
S. agalactiae B 2,4 2,8
S. uberis A 1,2 1,4
Enterobacter sp. NI NI
E.coliB NI NI
K. pneumoniae NI NI
P. aeruginosa 2 NI NI

Nota: *: cepa de referencia; NI: No Inhibe
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En la Tabla 23 se observa que la cepa mas sensible tanto a la FLA como al 10-
HDA fue S. agalactiae 3, observandose una CIM menor con respecto al resto de las
cepas estudiadas. Por el contrario, las cepas S. agalactiae 1, P. aeruginosa 2,
Enterobacter sp., E. coli B y K. pneumoniae fueron las mas resistentes a la FLA y al 10-
HDA, debido a que no se observo inhibicion del crecimiento en ninguna de las
concentraciones ensayadas. Sobre la mayoria de las cepas se obtuvo una CIM de 1,2 y
2, 4 mg/mL para la FLA y de 1,4 y 2,8 mg/mL para el 10-HDA. Ademads, puede
observarse que las CIM, tanto de FLA como de 10-HDA, son similares pudiendo
sugerirse que la FLA estaria compuesta, practicamente, por el acido graso exclusivo de
la jalea real, el 10-HDA, como también se indica en la cromatografia en capa delgada
del punto 8.1. de esta seccion, en donde se observa una unica banda para la FLLA con un

R¢ similar al de su correspondiente patrén (Figura 33).

A modo de ejemplo en la Figura 34 se muestran los resultados de la actividad

antibacteriana de la FLA del EE de la JR C obtenidos por técnica de microdilucién en

caldo con la cepa S. aureus MS 1. La CIM corresponde al pocillo 2 (1,2 mg/mL), ultima

dilucion de FLA en la que se observa ausencia de coloracion rosada.

CIM: 1,2 mg/mL Control (+)

Staphylococcus
aureus MS 1

Control (-)

Figura 34: Actividad antibacteriana de FLA del EE de JR C sobre
S. aureus MS 1 por la técnica de microdilucion en caldo
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9. Estudio de la composicion quimica de la fraccion lipidica activa del EE de JR C

9. 1. Cromatografia gaseosa con detector de ionizacion de llamas (GC-FID)

En la Figura 35 se muestra el cromatograma obtenido tras la inyeccion de la
FLA del EE de la JR C derivatizada de JR C en el GC-FID. El pico correspondiente a

los 12,38 min pertenece a la FLA, tal como lo indica la flecha.
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Figura 35: Cromatograma obtenido tras la inyeccién de la

FLA del EE de JR C en GC-FID
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En la Figura 36 se muestra el cromatograma obtenido tras la inyeccién del
patron 10-HDA derivatizado en el GC-FID, el cual posee un tiempo de retencion de

12,39 min, tal como lo indica la flecha.
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Figura 36: Cromatograma obtenido tras la inyeccion del patrén 10-HDA en GC-FID

Mediante estos cromatogramas se pudo comprobar que el principal componente
en el EE de la JR C es el 4cido 10-hidroxi-2-decenoico. La adulteraciéon con miel ocurre
con frecuencia causando un incremento en la concentracion de azdcares y una
disminucion de la concentracién de proteinas y lipidos en la jalea real. Para comprobar
que la calidad y la autenticidad de la jalea real permanezcan inalteradas se utiliza la
determinacion del 10-HDA. Este lipido sélo se encuentra naturalmente en la jalea real y
por ello puede utilizarse como un indicador de autenticidad. Sin embargo, los valores
limites del contenido de 10-HDA descriptos en la literatura para la jalea real son muy
amplios exigiéndose, en general, un valor superior al 1,4% en muestras frescas y 3,5%
en muestras liofilizadas (Sabatini y col., 2009). El contenido de 10-HDA disminuye con
el almacenamiento (Antinelli, 2003). Por lo tanto, la determinacion de los acidos grasos
totales, como se llevé a cabo en estudios italianos, podria ser quizds una mejor
alternativa que la sola determinacion del contenido de 10-HDA (Lercker y col., 1981;

Lercker y col., 1993). Debido a que el 10-HDA es una sustancia activa de la jalea real y
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reconociendo su importancia relacionada con la determinaciéon de la calidad de la
misma, Bloodworth y col, en 1995, propusieron un método para su determinacién
usando HPLC. Genc y Aslan, en 1999, utilizaron el mismo método para determinar el
contenido de 10-HDA en muestras de jalea real pura de Turquia y de China, asi como
también en productos elaborados con el agregado de la misma. Los resultados indican
que dicho método es rapido y apropiado para la determinacién del principal 4cido graso
de la jalea real. Por otro lado, Garcia-Amoedo y Almeida-Muradian en 2003, utilizaron
HPLC para determinar el contenido de 10-HDA en muestras de jalea real brasileras. Los
hidroxi-acidos, sobre todo aquellos conteniendo diez atomos de carbono, como el 10-
HDA, han sido identificados como los responsables de importantes actividades
bioldgicas vinculadas a las estrategias de desarrollo de la colmena. La identificacién de
esta fraccion, en particular en lo que respecta al patron y al analisis cuantitativo de
acidos organicos, se cree que representan los criterios de eleccidon para definir la
autenticidad de jalea real y la presencia en la misma de otros productos, ya sean
alimentos o cosméticos (Sabatini y col., 2009). En el presente estudio, se evalu6 la
presencia de 10-HDA en una muestra de jalea real, utilizando cromatografia gaseosa
con la finalidad de comparar con el correspondiente patrén. Se pudo concluir que la
FLA de la JR C estd compuesta, principalmente, por el &acido graso 10-HDA,
responsable de la actividad antibacteriana observada por la técnica de microdilucién en

caldo y por estudios de bioautografia.
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& Por medio de la caracterizacion fisicoquimica y organoléptica de las muestras de
jalea real estudiadas se concluye que todas cumplen con las exigencias del CAA, lo que
asegura su pureza y autenticidad. Todas las muestras de jalea real poseen los
carbohidratos exigidos: glucosa, fructosa y sacarosa. Los valores levemente menores
obtenidos de azicares reductores podrian deberse a que sélo se determiné entre ellos
glucosa y fructosa. En cuanto a sacarosa los valores se encuentran dentro del intervalo

exigido por el CAA.

& En el presente trabajo de Tesis se pudo corroborar la hipétesis planteada,
demostrandose que las muestras de jalea real obtenidas de diversas regiones de
Argentina poseen actividad antibacteriana contra un amplio espectro de bacterias Gram
positivo y Gram negativo, aisladas de infecciones superficiales en seres humanos y de
mastitis en bovinos, asi como también contra bacterias aisladas de diversos origenes

incluyendo cepas bacterianas de referencia.

& La técnica de difusion en disco no puede ser utilizada para evaluar actividad
antibacteriana de jalea real, ya que no es posible observar halos de inhibicién del
crecimiento debido, probablemente, a problemas de difusién o absorcién de la muestra
en los discos. Por otra parte, el ensayo realizado por la técnica de dilucién en tubo
permitié evaluar la actividad antibacteriana de las muestras de jalea real ensayadas,
demostrando que las mismas ejercen efectos bacteriostaticos y no bactericidas, debido a
que existen amplias diferencias entre las concentraciones necesarias para inhibir el
crecimiento de las cepas bacterianas estudiadas y las concentraciones que se requieren

para eliminarlas.

& Por medio de la realizacion de la técnica de difusion en pozo se concluye que las
bacterias Gram positivo son mas sensibles a las muestras de jalea real que las Gram
negativo. Las cepas bacterianas pertenecientes a los géneros Enterococcus 'y
Streptococcus, respectivamente aisladas de infecciones superficiales en seres humanos y
de mastitis en bovinos, fueron mas resistentes a todas las muestras de jalea real
ensayadas que las cepas del género Staphylococcus, aisladas de casos mastitis en

bovinos. Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina, aisladas de

-179 -



Conclusiones

mastitis en bovinos, son sensibles a todas las muestras de jalea real estudiadas. Ademas,
estas muestras ejercen un efecto antibacteriano sobre Pseudomonas aeruginosa, bacteria
muy resistente a antibidticos convencionales. La muestra JR C es la tinica con efecto

inhibitorio del crecimiento sobre la totalidad de las cepas bacterianas utilizadas.

% Del andlisis estadistico de los valores de CIM obtenidos por la técnica de difusion en
pozo se concluye que el grupo correspondiente al género Staphylococcus resulta mas
sensible con respecto a los otros tres grupos (Enterococcus sp., Streptococcus sp. y
bacterias Gram negativo), independientemente del lugar de procedencia de la jalea real.
De este analisis también se concluye que las muestras de jalea real provenientes de
diferentes regiones geograficas de la Argentina poseen variabilidad en cuanto a su
actividad antibacteriana sobre cepas aisladas de infecciones superficiales en seres
humanos y de mastitis en bovinos. Asi, JR C y JR NG fueron las que tuvieron en
promedio menor CIM, siendo por lo tanto las muestras mas activas; por el contrario, las
muestras JR LP y JR R tuvieron en promedio la mayor CIM, siendo entonces las menos

activas.

% La técnica de microdilucién en caldo, empleando el colorante vital cloruro de 2,3,5 -
trifenil tetrazolio como indicador del crecimiento bacteriano, puede ser utilizada para
evaluar la actividad antibacteriana de muestras de jalea real. Por el contrario, la
resarzurina no puede ser utilizada para dicho fin, debido a que la jalea real la reduce por

si misma, impidiendo la visualizacién del efecto inhibitorio.

% Tras realizar las correspondientes extracciones por Soxhlet, se obtiene una mayor
cantidad de lipidos polares utilizando éter etilico como solvente (extracto etéreo) y una
menor cantidad de lipidos no polares al utilizar hexano (extracto hexdnico). Por medio
de la realizacién de la técnica de difusién en pozo se concluye que los extractos etéreos
de las muestras de jalea real ejercen mayor actividad antibacteriana que sus

correspondientes extractos desgrasados.

% Por medio de la realizaciéon de cromatografia en capa delgada se observan cuatro

bandas bien definidas en los extractos etéreos de las muestras JR C y JR NG y en el
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extracto hexanico de la muestra JR C. Cuando ambos extractos lipidicos se evaluaron
por la técnica de bioautografia se demostré que los componentes de mayor polaridad

(que son los mas retenidos por la fase estacionaria) poseen actividad antibacteriana.

& La fraccion lipidica activa del extracto etéreo de la JR C, que coincide con el Ry del
patron 10-HDA, contiene una sola banda, que al estudiarse por cromatografia gaseosa
con detector de ionizacion de llama demuestra un espectro limpio en el cual se observa
un Gnico componente cuyo tiempo de retencién es igual al del patréon 10-HDA. Por lo
tanto, se concluye que la fraccion lipidica activa del extracto etéreo de la JR C esta
compuesta por dicho 4cido graso, que es exclusivo de la jalea real y tiene propiedades

antibidticas que ya fueron demostradas en estudios previos.

& A excepcion de Streptococcus agalactiae 1, todas las demas cepas Gram positivo
estudiadas por técnica de microdilucién en caldo son sensibles a las concentraciones
evaluadas de la fraccion lipidica activa del extracto etéreo de la JR C y del 10-HDA. Por
el contrario, las cepas bacterianas Gram negativo que fueron estudiadas son todas

resistentes.

& Los resultados obtenidos constituyen la primera evidencia del uso de jalea real y su
extracto lipidico como agentes antibacterianos frente a cepas bacterianas causantes de
infecciones superficiales en humanos y mastitis bovina e indican la elevada sensibilidad
que presentan dichas bacterias frente a productos de origen natural. Debido a que se
evalué individualmente la actividad antibacteriana de la fraccion lipidica activa del
extracto etéreo de la JR C y del acido 10-hidroxi-2-decenoico, observandose que éste
ultimo seria el principal responsable de dicha bioactividad, se propone la utilizacion de
jalea real y/o de sus extractos lipidicos como tratamiento alternativo y natural de

infecciones superficiales en seres humanos y de mastitis en bovinos.
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-Proyecciones futuras

Realizar un estudio comparativo de los mecanismos de accién de la fraccién
activa del extracto etéreo de la jalea real y del acido 10-hidroxi-2-decenoico sobre
bacterias causantes de infecciones superficiales en seres humanos y de mastitis en
bovinos, planteando como posible hipétesis que, probablemente, éste cido graso ejerce

su accidn sobre las membranas celulares de las bacterias.
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Medios de cultivo

a- Agar Cerebro Corazén (ACC) (Britania)

Formula (en gramos)

Infusion de cerebro de ternera 200,0
Infusién corazdén vacuno 250,0
Peptona 10,0
Cloruro de sodio 5,0
Glucosa 2,0
Fosfato disddico 2,5
Agar-agar 15,0
Agua destilada 1000 mL

pH final: 7.4 £ 0,2

b- Caldo Cerebro Corazén (CCC) (Britania)

Férmula (en gramos)

Infusién de cerebro de ternera 200,0
Infusién corazén vacuno 250,0
Peptona 10,0
Cloruro de sodio 5,0
Glucosa 2,0
Fosfato disodico 2,5
Agua destilada 1000 mL

pH final: 7,4 £ 0,2

c- Caldo Cerebro Corazoén con glicerol al 20%

Férmula (en gramos)

Caldo cerebro corazén 3,7
Glicerol 20 mL
Agua destilada 100 mL

- pH final: 7,4 £ 0,2
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d- Agar Crecimiento Streptococcus (ACS)

Férmula (en gramos)
Caldo Tripticasa Soya 30,0
Extracto de levadura 7,5
Sacarosa 5,0
Cloruro de sodio 5,0
Glucosa 2,0
Fosfato dipotasico 5
Agar-agar 15,0
Agua destilada 1000 mL

pH final: 7,4 £ 0,2
e- Leche Extracto de Levadura (LEL)

Férmula (en gramos)
Leche descremada 10,0
Extracto de levadura 0,5
Glucosa 1,0
Glicerol 10 mL
Agua destilada 100 mL

pH final: 7,4 + 0,2

f- Caldo Tripticasa Soya (CTS) (Britania)

Férmula (en gramos)

Tripteina 17,0
Peptona de soya 3,0
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato dipotésico 2,5
Glucosa 2.5
Agua destilada 1000 mL
pH final: 7,3 + 0,2
g- Agar Tripticasa Soya (ATS) (Britania)
Férmula (en gramos)
Tripteina 17,0
Peptona de soya 3,0
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato dipotésico 2,5
Glucosa 2,5
Agar-agar 15,0
Agua destilada 1000 mL

pH final: 7.3 £ 0,2
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h- Agar Mieller-Hinton (AMH) (Britania)

Férmula (en gramos)
Infusién de carne 300,0
Peptona 4cida de caseina 17,5
Almidén 1,5
Agar-agar 15,0
Agua destilada 1000 mL
pH final: 7,3+ 0,2

i- Caldo Miieller-Hinton (CMH) (Britania)

Férmula (en gramos)
Infusién de carne 300,0
Peptona acida de caseina 17,5
Almidén 1,5
Agua destilada 1000 mL
pH final: 7,3 + 0,2

J- Solucidn de agar-agar al 0,15 % (p/v)

Férmula (en gramos)
Agar-agar (Britania) 0,15
Agua destilada 100 mL

k- Agar Miieller-Hinton semisélido

Férmula (en gramos)
Caldo Miieller-Hinton 2,2
Agar-agar 0,6
Agua destilada 100 mL

Reactivos, soluciones vy solventes

a- KOH 0,086 N

b- Biftalato de potasio seco (PM y Peq: 204,22 g)
c- Solucion de fenolftaleina al 1% (p/v)

d- Soluciéon de NaOH 0,1 N

e- Solucién patrén de glucosa 1,0 x 10* M

f- Solucién patrén de fructosa 1,0 x 107 M

g- Solucién patrén de sacarosa 1,0 x 10* M

h- Colorantes para tincién de Gram:
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- Cristal Violeta

- Lugol (I:K)

- Alcohol

- Safranina

1- Cloruro de 2,3,5 - trifenil tetrazolio al 0,05 % (p/v) (Merck)
j- Eter de petréleo pro—analisis (Sintorgan)
k- Eter etilico pro—analisis (Sintorgan)

I- Hexano pro-analisis (Cicarelli)

m- Metanol grado HPLC (J. T. Baker)

n- Dimetil sulféxido (Sintorgan)

0- Agua destilada

p- Agua HPLC (Sintorgan)
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