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Resumen

Introduccion. El Staphylococcus anrens es un patégeno comunmente asociado con infeccio-
nes hospitalarias y comunitarias, especialmente cepas meticilina-resistentes que limitan
las opciones de tratamiento. LLa resistencia de estas cepas a los antibiéticos beta-lactami-
cos ha motivado la busqueda de nuevas fuentes antimicrobianas, y los productos natura-
les, como los extractos de propdleos, han demostrado eficacia contra Staphylococcus aurens
resistente a meticilina. LLa actividad antimicrobiana del propéleo esta vinculada a su
diversidad quimica, que depende de la flora utilizada por las abejas para su elaboracion.
Objetivo. El presente estudio tiene como objetivo determinar la accién antibacteriana
de tres extractos etandlicos de propodleos de los municipios de Sevilla, Cartago y Arme-
nia, Colombia Staphylococcus anrens resistente a meticilina. Metodologia. .a metodologia
incluyé la obtenciéon de extractos etanolicos de propodleos recolectados en diferentes
regiones colombianas, seguida por el fraccionamiento e identificaciéon del propéleo con
mayor actividad bactericida. Posteriormente, se realizé un analisis por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) para identificar el compuesto
predominante en las fracciones seleccionadas. Resultados. Los tres propoéleos evalua-
dos en este estudio demostraron actividad bactericida a una concentraciéon de 10 mg/

mL, con el propdleo de Cartago se encontraron concentraciones inferiores a 5 mg/mL.
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El anadlisis cromatografico identific6 3-Hexadeciloxioxocarbonilo-5-(2-hidroxietil)
como el compuesto predominante. Conclusion. Finalmente, se resalta la necesidad de
investigaciones adicionales para comprender el potencial farmacoldgico de los propdleos
colombianos, especificamente la actividad bactericida del propdleo de Cartago contra

Staphylococcus anrens resistente a meticilina.

Palabras clave: MRSA, propolios colombianos, actividad antimicrobiana.

Abstract

Introduction. Staphylococcus aunrens is a pathogen commonly associated with hospital and
community-acquired infections, particularly methicillin-resistant strains that impose limi-
tations on treatment options. The resistance of these strains to beta-lactam antibiotics has
spurred the search for new antimicrobial sources, and natural products such as propolis
extracts have demonstrated efficacy against Methicillin-Resistant Staphylococcus anreus. The an-
timicrobial activity of propolis depends to the flora used by the bees to make the propolis.
Aim. This study aims to determine the antibacterial activity of three ethanolic extracts
of propolis from the municipalities of Sevilla, Cartago, and Armenia, Colombia, against
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus. Methodology. The methodology involved
obtaining ethanolic extracts of propolis collected from different regions of Colombia,
followed by fractionation and identification of the propolis with the highest bactericidal
activity. Subsequently, an analysis using gas chromatography coupled with mass spectro-
metry (GC-MS) was identified the predominant compound in the selected fractions. Re-
sults. All three propolis samples evaluated in this study demonstrated bactericidal activity
at concentration of 10 mg/mL, with the Cartago propolis showing concentrations below
5 mg/mL. Chromatographic analysis identified 3-Hexadecyloxycarbonyl-5-(2-hydroxye-
thyl) as the predominant compound. Conclusion. In conclusion, the need for additional
research to understand the pharmacological potential of Colombian propolis, specifically

the bactericidal activity of Cartago propolis against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus.

Keywords: MRSA, Colombian propolis, antimicrobial activity.
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Introduccion

Staphylococcus aurens resistente a meticilina
(MRSA) es un patégeno habitual causante
de infecciones de origen hospitalario y co-
munitarias, especialmente las cepas MRSA.
Estas bacterias son resistentes a practica-
mente todos los antibidticos beta lactami-
cos, lo cual limita significativamente las

opciones de tratamiento (1).

Es asi como, a nivel mundial se viene ex-
plorando y valorando el uso de los pro-
ductos naturales como fuente de nuevos
agentes antimicrobianos (2). Numerosos
estudios han demostrado que los extractos
de propodleos inhiben eficazmente el creci-
miento de MRSA (3), los mecanismos de
accion bactericida asociados al propdleo
son dos principalmente, por inhibicién de
la enzima RNA polimerasa o disrupcion de

la pared celular y/o membrana del patégeno

(4-6).

La actividad antimicrobiana del propdleo
esta intimamente relacionada con los com-
puestos quimicos que lo constituyen, como
flavonoides, acidos fendlicos, ésteres, alde-
hidos y cetonas; esta diversidad quimica de-
pende de la flora que utilicen las abejas para
elaborarlo (7). La mayoria de los propéleos
colombianos son de color marrén oscuro y
son tipicos de las familias Anacardiaceae,
Asteraceae, Ericaceae, Euphorbiaceae, Ru-

tacee y Rubiaceae (8).

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina)

Con base a la gran diversidad de flora co-
lombiana y con el propésito de determinar
el potencial farmacéutico del propdleo, el
presente estudio tiene como objetivo de-
terminar la accién antibacteriana de tres
extractos etanolicos de propdleos de los
municipios de Sevilla, Cartago y Armenia,
Colombia contra MRSA.

Metodologia

Obtencion del extracto
etandlico del propoleo

Se recolectaron 200 gr de propédleo de tres
fincas apicultoras de los Municipios de
Armenia, Sevilla y Cartago, en Colombia,
que se encuentran ubicadas en tres altitudes
diferentes: 1612, 1551 y 917 m.s.n.m. res-
pectivamente. A las tres muestras de 500
mg (cada una), se les retiraron manualmen-
te restos pequefios de astillas de madera,
hojas u otros, obteniendo una muestra final
de 150 gr y fueron almacenados en frascos

estériles bajo refrigeracion, hasta su uso.

Para la obtencion del extracto etandlico de
propdleo (EEP) se corté el propdleo en
trozos pequefnos, posteriormente se coloco
100 gr de propéleo y se diluyeron en 500
mL de alcohol al 96%, se seco a bafio maria
a 34°C. El sobrenadante se filtré con papel
Wathman N° 42,

89



90

NOVA. 2024; 22 (42)

Ensayo dosis-respuesta de
concentraciones alta, media y baja
(20-10-5 mg/ml) del extracto etanolico
total de propdleo

Inicialmente, se llevé a cabo un tamizaje
de la actividad bactericida de las muestras,
evaluando cada propédleo a concentraciones
de 20-10-5 mg/ml. El propéleo selecciona-
do para la determinacién de la Concentra-
cion Inhibitoria Minima (CMI) y el fraccio-
namiento fue aquel que presentd actividad

bactericida a 5 mg/mlL.

La cultura bacteriana (cepa de referencia
bacteriana MRSA ATCC 25923) se homo-
geneiz6 en 10 mL de medio de caldo Laurie
(LB) y se incub6 durante 12 horas a 37 °C.
La densidad o6ptica se ajusto al estandar de
Mac Farland 1.4. Las bacterias se trataron
con el extracto etandlico en una dosis expe-
rimental seleccionada durante un periodo
de 24 horas a 37 °C con agitacién constante.
Al final del tiempo de incubacién, se sem-
braron 100 microlitros de bacterias tratadas
en agar sangre durante 24 horas a 37 °C.
El control negativo de bacterias consistié

en aquellas tratadas con una concentracion

final del 1% de DMSO.

Fraccionamiento del propdleo con
actividad bactericida

Utilizando la metodologia de cromatografia
de absorcién en columna, fue fraccionado 1

mg del extracto etandlico de propdleo pro-

veniente de Cartago, a partir de la actividad
bactericida a una concentraciéon de 0.05mg/
mL. Se emple6 como fase movil un gradien-
te de polaridad con etanol 90-60-30 % v/v
de etanol y como fase estacionaria 30 g de
silica gel 60 (0.063-0.200mm), 45 % de altu-
ra de la columna. Las fracciones colectadas
manualmente, enumeradas 1, 2, 3, 4,5, 6 y
7, se dejaron secar a temperatura ambiente

y fue determinado el MIC de cada fraccion.

Como resultado de la elusion con etanol al
90%, la fraccién 7 fue seleccionada para
fraccionamiento, al mostrar un % inhibi-
cién de MRSA a 1.25 mg/mL y 0,05 mg/

mL, como se describe en la tabla 3.

Seguidamente, 0,01 g de material seco reco-
lectado; fue fraccionado empleando como
fase movil un gradiente de polaridad con 15
% acetato de etilo y 85 % Hexano y como
fase estacionaria silica gel (0.063-0.200mm),
Se colectaron 12 fracciones manualmente;
enumeradas 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9,10, 11 y
12, se dejaron secar a temperatura ambiente,
seguidamente se cuantifico el material obte-
nido y se determiné si inhibia o no el creci-

miento bacteriano.

Andlisis por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masa
(GC-MS)

Para el analisis por GC-MS, se utilizd
el sistema GCMS-QP-2010 ULTRA de
SHIMADZU, con un rango de masas de
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30-700 masa/carga, relacion de division
0.0, voltaje de 70eV y un flujo total de 5.0
ml/min. El método consistié en una tem-
peratura inicial de 80 °C durante 1 minuto,
seguido de un aumento de 5 °C/min hasta
120 °C durante 1 minuto, y luego un au-
mento de 8 °C/min hasta 300 °C durante
4 minutos, para una posterior limpieza. El
tiempo total de ejecucion de la GC fue de

40 minutos.

Calculamos el porcentaje relativo de cada
componente comparando su area promedio
de pico con el area total utilizando el sof-
tware Turbo Mass (version 5.2). Para la iden-
tificacién de compuestos, comparamos los
picos aislados del extracto de la planta con
espectros conocidos en la Base de Datos del
Instituto Nacional de Estandares y Tecnolo-

gfa, que contiene 62,000 estandares.

Resultados

Tamizaje de la actividad bactericida
de los tres extractos etandlicos

de propdleos, proveniente de los
municipios de Armenia, Sevilla y
Cartago, en Colombia

Inicialmente, se realiz6 un tamizaje con
el fin de seleccionar el extracto etandlico
que presentara actividad bactericida con-
tra MRSA a 5 mg/mL. Se encontré que el
extracto de propodleo de Cartago presentd
actividad a 5 mg/mL (tabla 1).

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina)

Tabla 1 Tamizaje de la actividad bactericida de los extractos
etan6licos de los municipios de Sevilla, Armenia y Cartago.

Extract concentration

(mg/mL)

Propéleo Sevilla 1 1 NI
Propdleo Armenia 1 I NI
Propéleo Cartago 1 1 1

I: Porcentaje de inhibicién de MRSA
NI: No inhibicién de MRSA

Tabla 2 Tamizaje de la actividad bactericida del extracto etané-
licos del municipio de Cartago.

Extract concentration

(mg/mL)

Propéleo Cartago 1 1 1 NI

I: Porcentaje de inhibicién de MRSA
NI: No inhibicion de MRSA

Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) del extracto
etandlico del propoleo de Cartago

Como se puede observar en la tabla 2, se
encontré que el extracto etanodlico del pro-
poleo de Cartago presentaba una MIC de
1,26 mg/mL

Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de las
fracciones del extracto etandlico de
propoleo de Cartago

El extracto completo fue fraccionado em-

pleando como fase movil un gradiente de
polaridad con etanol 90-60-30 % v/v de
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etanol y como fase estacionaria silica gel; se  mg/mL (tabla 3). Se encontré que la frac-
obtuvieron 7 fracciones en total y fue eva-  cién numero 7 presentd actividad bacterici-
luada la capacidad bactericida a 2,5y 1,26 da a 1,26 mg/mL.

Tabla 3. MIC de las fracciones del extracto etandlico de propdleo de Cartago.

Concentracion de etanol utilizada

para elusion Fraccién 1,25 mg/mL 0,5 mg/mL
% v/v)
2 1 NI
30
3 NI NI
4 NI NI
5 NI NI
. 6 NI NI
90 7 1 1

I: Porcentaje de inhibicién de MRSA
NI: No inhibicion de MRSA

Tabla 4. Actividad bactericida de la fraccién nimero 7 del extracto etanélico de propéleo de Cartago.

Fraccién Concentre.lci()n final en el Activi'dz.\d
medio mg/mL Bactericida

1 0,35 NI
2 0,45 NI
3 0,45 NI
4 0,25 NI
5 1,05 NI
6 0,2 NI
! 0.1 NI
s 0.3 NI
9 0,05 NI
10 0,5 NI
11 0,05 1

12 0,05 I

I: Porcentaje de inhibicién de MRSA
NI: No inhibicion de MRSA
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Andlisis cromatogrdfico

Las fracciones 11 y 12, obtenidas con la
mezcla de hexano al 85% / etil etanoato
al 15%, fueron sometidas a analisis cro-
matografico acoplado a espectrometria de

masas. Se identificaron un total de 25 com-

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina)

puestos, con base en el tiempo de retencion
(RT) y el area de pico de los compuestos
individuales. El compuesto predominan-
te, del pico nimero 12, fue identificado
como 3-Hexadeciloxioxocarbonilo-5-(2-hi-

droxietil) (Figura 1).

Chromatogram RA-11-12 C:\GCMSsolution\Data\HETEROCICLICOS\RA\RA-11-12.qed

Group #1

[25.000.000 (=

TIq

Quantitative Result Table
Name R.Time |Similarity|

1H-Purine-2.6-dione. 3.7-dihydro-1.3.7-trim =
(R)~(-)-2-Amino-3-methyl-1-butanol
HEXADECANOIC ACID

54.955
9.12-Octadecadienoic acid. methyl ester. (E.J -
9-Octadecenoic acid (2)-

Octadecanoic acid

Hexadecanoic acid. 2-(acetyloxy)-1-[(acetylq
Hexadecanoic acid. 2-hydroxy-1.3-propaned|
Octad ic acid

9.12-Octadecadienal

9-O ic acid (2)-. 2-(acetyloxy)-1-[(:
3-Hexadecyloxycarbonyl-5-(2-hydroxyethyl
10-Undecyn-1-ol

Cyclohexanone. 3-butyl-

| Benzene. (3-methyl-2-butenyl)- ____
2.8-DIMETHYL-7-METHYLENE-1.8-NOY
Benzene, (3-methyl-2-butenyl)-
Andrographolide
Methyl eicosa-5.8.11.14.17-pentaenoate
Oct-3-ene-1.5-diyne. 3-t-butyl-7,7-dimethyl-
Methy] eicosa-5.8.11.14.17-pentaenoate &
CHOLEST-5-EN-3-YL BUTYRATE -
O ic acid. 2-oxo-. methyl ester -
Pentalene. octahydro-1-(2-octyldecyl)- -
Octadecanoic acid. 2-oxo-. methyl ester 2

LU LR s

60
min

Figura 1. Cromatograma de las fracciones 11 y 12, obtenidas a partir de la fraccién numero 7 del extracto etanélico de

propéleo de Cartago. Se confirmé la presencia de varios compuestos con diferentes tiempos de retencién (TR). El pico 12

es el predominante.

Discusion

Diversos estudios han reportado la actividad
bactericida del propdleo contra cepas MRSA
(3), en concordancia encontramos que los
tres propoleos evaluados presentaban ac-
tividad bactericida a una concentracion de
10 mg/mL; resaltando que el propdleo del

municipio de Cartago consiguié inhibir el

crecimiento bacteriano a concentraciones
menores a 5 mg/mL. Este resultado por
un lado, evidencia la relacion estrecha en-
tre la variedad quimica y la bioactividad de
los propdleos con los territorios donde son
colectados (4) y por el otro, sefiala que la
capacidad antimicrobiana del propodleo esta
asociada al sinergismo de los compuestos ac-

tivos que lo conforman (2,9).
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Igualmente, se sugiere, la disrupcién de la
membrana bacteriana, como el principal
mecanismo de accion bactericida de los
propéleos. Estudios como el realizado por
Zhang et al. (2022) han reportado dafios
en la pared y membrana celular de MR-
SA,tratadas con 0,1 mg/mL de propodleo;
observando cambios en las concentracio-
nes de los metabolitos intracelulares, re-

duccién de la expresion génica y autolisis.

Nuestro estudio encontré que, el extrac-
to total de propdleo de Cartago presenta
un CMI de 1,26 mg/mL; sin embargo, al
realizar un primer fraccionamiento con un
gradiente 90-60-30 % v/v de etanol, fue
posible obtener una fraccién (nimero 7)
con un CMI de 0,5 mg/ml. Estos resul-
tados coinciden con los MICs reportados
para propdéleos europeos que se encuen-

tran entre 0,06 y 1,2 mg/mL (4).

Posteriormente, realizamos un segundo
fraccionamiento eluyendo con 15 % aceta-
to de etilo y 85 % Hexano; obtuvimos dos
fracciones la nimeroll y 12, ambas con un
MIC de 0,05 mg/mL; este valor es similar
al encontrado por Zhang et al. (2022) en
el propdleo rojo Chino, donde se reporta
un CMI de 0,05 mg/mL contra MRSA; y
cercanas a CMIs reportadas para propéo-
leos brasileros con valores que varian en-

tre 0,0156 y 0,2955 mg/mL (10-12).

Adicionalmente, los resultados del analisis

cromatografico, identificaron 3-Hexade-

ciloxioxocarbonilo-5-(2-hidroxietil) como
el compuesto predominante en la mues-
tra. Esta molécula, es la primera vez que
se describe en la composicién quimia de
propoleos, estructuralmente presenta una
cadena alquilica larga compuesta por 16
atomos de carbono (Hexadecil). Su estruc-
tura incluye el grupo funcional oxioxo-
carbonilo, que denota la presencia de un
carbonilo enlazado a un oxigeno y a otro
carbonilo. Ademas, la designacién 5-(2-hi-
droxietil) indica la existencia de un grupo
etileno con un grupo hidroxilo (OH) uni-
do al carbono 5. Desde la perspectiva de la
interaccién con organismos vivos, la pre-
sencia del grupo hidroxilo es significativa,
ya que es un grupo funcional reactivo en
procesos biolégicos. Este grupo hidroxilo,
al ser soluble en agua y poseer la capacidad
de formar enlaces de hidrégeno, puede in-
fluir en la interaccidén de la molécula con
componentes biolégicos como proteinas,
enzimas o membranas celulares; sin em-
bargo, se sugieren mas estudios para de-

terminar su actividad contra MRSA.

Comparando el 3-Hexadeciloxioxocar-
bonilo-5-(2-hidroxietil)

puestos quimicos predominantes en el

con los com-
propdleo rojo, que se distribuye amplia-
mente en Brasil, Cuba, México, China
y Venezuela, observamos igualmente la
presencia de moléculas alinfaticas como
benzofenonas

poliisopreniladas como

fitoquimicos activos (15-22).
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Por otro lado, investigaciones como las
realizadas por Pamplona-Zomenhan e¢# al.
(2011) en Brasil y Chen ez a/. (2018) en
Taiwan, han reportado MICs mas bajas
a las encontrados en el presente estudio.
Por ejemplo, Pamplona-Zomenhan ef al.
(2011) observaron que propdleos de la
regién de Parand, presentaban CMIs de-
bajo de 0,00142 mg/mL frente a MRSA
y MSSA (§. aurens susceptible a la meti-
cilina), sugiriendo adicionalmente, que el
mecanismo de resistencia a la meticilina
no interfiere en la actividad antimicro-

biana del propdleo (13,6).

A la par, Chen ¢ a/. (2018) determinaron
un CMI inferior a 0,002 mg/mL frente a
MRSA, indicando que la sensibilidad de las
bacterias gram-positivas, a las bajas concen-
traciones de propdleo, se debe principal-
mente a la composiciéon quimica de la pared

celular de estos microorganismos (6,23,24).

Adicionalmente, Zhang w ¢ al. (2022), de-
terminé CMI alrededor de 200 pg/mL., esta
diferencia en la capacidad inhibitoria con-
tra MRSA se relaciona adicionalmente a su
diversidad quimica, con el pH de la muestra

al realizar los ensayos microbicidas (14,25).

Finalmente, este estudio representa un
primer acercamiento al potencial farma-
cologico de los propodleos colombianos,
estableciendo que el propdleo colecta-
do en el municipio de Cartago presenta

una mayor actividad bactericida contra

(Staphylococcus aureus resistente a meticilina)

MRSA; ademas, de mostrar claramente la
asociacion del potencial bactericida con

la zona de colecta.

Conclusion

Este es el primer acercamiento que evalia
la capacidad bactericida contra MRSA, de
propéleos presentes en el Valle del Cauca
y Armenia; se encontré que el propdleo
proveniente del municipio de Cartago con
un CMI de 0,05 mg/mL, presenta la mayor
actividad bactericida, en comparacion a las
muestras de propoleo provenientes de los
municipios de Sevilla y Armenia. Esta dife-
rencia en la eficacia antibacteriana entre las
distintas muestras, resalta la influencia di-
recta del entorno geografico en la bioacti-
vidad del propdleo. Sin embargo, se sugiere
profundizar entre la relacion entre la com-
posiciéon quimica del propdleo, la distribu-
cion y las variaciones ambientales que po-

drian influir en su eficacia farmacoldgica.
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