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Resumen

Lozina, L.; Boehringer, S.; Teibler, P.; Acosta de Pérez, O.: Accion del propdleos sobre
una levadura (Malassezia pachydermatis) aislada a partir de otitis externa canina. Rev.
vet. 16: 1, 32-35, 2005. Malassezia pachydermatis es una levadura capaz de provocar micosis
en seres humanos y animales. El propdsito de este trabajo fue determinar la accion de extrac-
tos alcoholicos y acuosos de propoleos sobre cepas de dicho microrganismo, extraidas del
conducto auditivo externo de 5 caninos. La levadura fue sembrada en la superficie de placas
de agar Sabouraud que contenian distintas diluciones de propoleos, con sus correspondientes
controles alcoholicos. Los extractos acuosos no demostraron acciones inhibitorias sobre el
crecimiento de la levadura, pero algunos extractos etanolicos de propoleos impidieron su de-
sarrollo, estableciéndose la concentracion inhibitoria minima en 0,30 mg/ml. Los resultados
indican que el producto ensayado puede resultar util para el tratamiento de la otitis externa
producida por M. pachydermatis.
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Summary

Lozina, L; Boehringer, S.; Teibler, P.; Acosta de Pérez, O.: Action of propolis on a yeast
(Malassezia pachydermatis) isolated from canine external otitis. Rev. vet. 16: 1, 32-35,
2005. The purpose of this work was to determine the action of alcoholic and watery extracts
of propolis on Malassezia pachydermatis isolated from canine external ear canal. Yeast was
cultured in different dilutions of Sabouraud agar, with the corresponding alcoholic controls.
The work allowed to determine the minimum inhibitory concentration of the ethanolic prop-
olis extract, being of 0.30 mg/ml. The watery extracts did not present effects for the same

concentrations and on the same strain.
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INTRODUCCION

Distintos productos derivados de la apicultura se
utilizan desde tiempos inmemorables para tratar di-
ferentes dolencias. El termino propoleos proviene del
griego (pro:” delante” o “en defensa de” y polis: ciudad;
delante de la ciudad, es decir, de la colmena) y es utili-
zado en su acepcion original en casi todas las lenguas
indoeuropeas .

Las abejas (Apis mellifera) recogen con sus mandi-
bulas particulas resinosas de las yemas, brotes y pecio-
los de las hojas de diferentes vegetales y, una vez en la
colmena, las mezclan con cera y secreciones salivales
para obtener el propoleos. La produccion anual de esta
resina (10-300 g/colmena) difiere en funcion de la va-
riedad de abejas, el clima, la flora y el método de re-
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coleccion. Entre estos ultimos pueden mencionarse el
raspado de diferentes partes de la colmena no expuestas
al aire libre, asi como el uso de mallas especialmente
disefiadas para tal fin.

Las abejas utilizan el propdleos para recubrir todas
las grietas y aberturas de la colmena. Ademas de cum-
plir esta funcion, el propoleos evita contaminaciones
debido a que posee acciones fungicida y antibidtica. Es
una sustancia de compleja composicion quimica pues
contiene mas de 160 componentes activos, entre ellos
flavonoides (principalmente quercetina), acido benzoi-
co y acido cafeico y sus derivados .

Muestras de propoleos de diferentes origenes geo-
graficos han demostrado actividades antibacterianas
(sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli), an-
tifungicas (Candida albicans) y antivirales (Avian in-
Sfluenza virus) °. En todas las muestras la actividad bio-
logica fue similar a pesar de existir diferencias en su
composicion; es opinion generalizada que no existe una
sustancia individual o una clase particular de sustancias
responsable de esta accion °. La actividad antibacteria-
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na de sustancias individuales aisladas del propoéleos no
reveld mayor actividad que la del total de componentes
del extracto '3, Las propiedades antimicoticas del pro-
poleos han sido estudiadas por numerosos investigado-
res, quienes aseveran que tal actividad depende tanto
del origen del propoleos como del solvente usado para
su extraccion *,

Los compuestos identificados en propoleos de col-
menas ubicadas en emplazamientos cercanos entre si
no difieren significativamente, aunque desde el punto
de vista cuantitativo pueden ser variables. Ello implica
que los propdleos deban ser estudiados y normatizados
en funcion de la zona geografica de ubicacion de las
colmenas.

El objetivo de este trabajo fue verificar las propie-
dades fisicas y la composicion quimica del propdleos
obtenido en el noroeste de la Provincia de Corrientes,
asi como comprobar su efecto deletéreo sobre levaduras
(hongos) patogenos para animales domésticos, como
Malassezia pachydermatis, la cual desempefiaria algun
papel en las otitis micoticas del canino, ya sea como
agente primario o secundario, pues ha sido aislada tanto
en perros sanos como enfermos 7.

MATERIAL Y METODOS

Normatizacion del propoleos. Se recolectaron muestras
de propdleos obtenidas por raspado de distintas partes
de la colmena, descartando resinas muy expuestas al
aire libre (fotoxidacion) y se realizaron analisis organo-
Iépticos, teniendo en cuenta su estructura, consistencia,
color, aroma y sabor. Para ello se utilizaron las normas
de referencia RST-RSFSR-317-77, Norma Bulgara
25724-84 y Norma Ramal Cubana NRAG 1135 & Se
efectuaron analisis que incluyeron la determinacion de
la cantidad de cera (método gravimétrico), indice de
oxidacion (basado en el poder oxidante del permanga-
nato de potasio sobre compuestos fenolicos del propd-
leos), deteccion de principios activos (reacciones colo-
rimétricas para revelar presencia de polifenoles y fla-
vonoides), contenido de resinas totales (extraccion con
etanol de 96° a 40°C durante 72 h y ulterior filtracion del
sobrenadante a 0°C para retener ceras e impurezas me-
canicas, evaporacion del solvente y titulacion de resinas
por gravimetria) y determinacion de mezclas mecanicas
y compuestos fenodlicos (basada en la adsorcion de los
compuestos fenolicos del propoleos sobre el oxido de
aluminio activado y la capacidad de maxima dilucion
en la mezcla cloroformo—acetona).

Elaboracion de extractos. El propoleos fue cortado en
trozos pequefios y posteriormente pulverizado en mor-
tero de porcelana, siendo extraido con alcohol de 96° y
agua. Se prepararon extractos alcohdlicos y acuosos al
30% (tintura madre) por maceracion durante tres dias a
37°C en estufa. Al cuarto dia la solucion se sometié 0°C
durante dos horas y luego se filtré a través de papel de
filtro, en medio estéril.
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Aislamiento de M. pachydermatis. Se utilizaron 5 cepas
provenientes del oido externo de caninos con sintoma-
tologia de otitis, asistidos en el Hospital de Clinicas de
la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNNE. Las
muestras fueron obtenidas empleando hisopos esté-
riles con medio de transporte (culturette, Eurotubo) y
se realizaron cultivos sobre agar Sabouraud, donde se
desarrollaron sin inconvenientes. El examen microsco-
pico directo reveld que el material extraido del conducto
auditivo externo de los caninos presentaba células le-
vaduriformes pequefias, ovales, alargadas, con brotes
de base, de implantacion ancha y presencia de collarete
caracteristica del genero Malassezia. A partir de un cul-
tivo de 72 h de incubacion en estufa a 37°C, se suspen-
di6 material de varias colonias en agua destilada estéril,
hasta alcanzar la concentracion del tubo 1 McFarland
por comparacion de turbidez.

Pruebas de inhibicion del desarrollo de M. pachyder-
matis. Se ensayaron distintas técnicas de siembra, re-
sultando méas adecuada la de dilucion en placas de agar.
Se probaron cinco cepas distintas de M. pachyderma-
tis, observandose los mismos resultados en todos los
ensayos. El agar Sabouraud fue adicionado a distintas
diluciones del extracto etanodlico de propdleos a una
temperatura de 40°C, en placas de Petri estériles, ob-
teniendo concentraciones de 0,15 a 0,70 mg de extracto
de propoleos por mililitro de agar. Para obtener estas
concentraciones se realizaron diluciones al 10 % de
la tintura madre y se tomaron 0,5, 0,4, 0,3, 0,2, y 0,1
ml, las que se adicionaron a un volumen total de 20 ml
de agar en placas, lograndose concentraciones de 0,70,
0,60, 0,44, 0,30 y 0,15 mg/ml de agar respectivamente.
Las placas fueron inoculadas empleando hisopo estéril
embebido en la suspension acuosa descripta anterior-
mente. Se realizaron cinco controles con el solvente de
la extraccion (alcohol etilico de 96°) empleando igual
volumen que el usado en las diluciones. Una tltima pla-
ca (testigo) contuvo solo el medio de cultivo y el inéculo.
Todas las placas fueron incubadas en estufa de cultivo
a 37°C durante tres dias, prolongandose la observacion
durante 7 dias mas.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se detallan los resultados obtenidos
para el control de calidad del propdleos estudiado. El
producto regional cumplié con los requerimientos de
calidad determinados por las normas vigentes. A par-
tir del protocolo de control de calidad se establecié un
estandar regional de propdleos, que garantiza su auten-
ticidad y legitimidad

En la Tabla 2 se muestran los resultados de la accion
de los extractos alcoholicos de propoleos sobre las colo-
nias de M. pachydermatis. Solo se verificaron acciones
inhibitorias con extractos alcoholicos, pues el extracto
acuoso demostro tener poca eficacia en los estudios in
vitro. Las placas 1 a 5 (Figura 1) contenian concentra-
ciones decrecientes del extracto etandlico. En las placas
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Tabla 1. Control de calidad del propoleos empleado.

parametros estudiados resultados obtenidos

color pardo oscuro, negruzco
olor aromatico, penetrante
consistencia

(a temperatura ambiente) Viscosa, pegajosa

masa so6lida en pedazos

aspecto : S
sueltos sin comprimir

reaccion cualitativa ..

- positiva
ante flavonoides
cera 30%
mezclas mecanicas 18%
indice de oxidacion 11 seg
compuestos fenolicos 42,3%

Tabla 2. Acciones registradas para los extractos alco-
holicos de propoleos y los controles etandlicos.

placa dilucion concentracion desarrollo
microbiano

1 0,5 ml EE 0,70 mg/ml no

2 0,4 ml EE 0,60 mg/ml no

3 0,3 ml EE 0,44 mg/ml no

4 0,2 ml EE 0,30 mg/ml no

5 0,1 ml EE 0,15 mg/ml si

6 0,5 ml etanol — si

7 0,4 ml etanol — si

8 0,3 ml etanol — si

9 0,2 ml etanol — si

10 0,1 ml etanol — si

testigo Sabouraud + in6culo — si

EE: extracto etandlico de propoéleos.

Figura 1. Inhibicion del desarrollo de Malassezia pa-
chydermatis verificada en placas de cultivo contenien-
do extractos alcoholicos de propoleos.

T: testigo, 1 a 5: placas con extractos alcoholicos de
propdleos, cuya numeracion coincide con las concen-
traciones 1 a 5 detalladas en Tabla 2. Notese el desa-
rrollo microbiano verificado en la placa 5 (0,15 mg/ml)
y la inhibicién del crecimiento de la levadura en las
placas 1 a4 (0,70 a 0,30 mg/ml).
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1 a 4 no hubo crecimiento microbiano, representando
la Ultima de ellas la minima concentracion inhibitoria,
que fue de 0,30 mg/ml. En la placa 5 (0,15 mg/ml) las
colonias se desarrollaron. En las placas 6 a 10, corres-
pondientes a los controles alcohdlicos, hubo crecimien-
to microbiano en todas las diluciones, al igual que en la
placa testigo que solo contenia el medio y el inoculo.

A pesar de los esfuerzos de instituciones sanitarias,
educativas, profesionales y especialmente de la farma-
covigilancia ejercida por los farmacéuticos, el produc-
to natural propoleos, como otros del mismo origen, se
utiliza indiscriminadamente para distintas afecciones,
la mayoria de las veces en ausencia de ensayos farma-
cologicos documentados. Mediante el protocolo esta-
blecido en este trabajo se pudo lograr un propoleos es-
tandar, es decir acorde a los requerimientos de calidad
estipulados, a partir del cual se demostré in vitro que
varias cepas de M. pachydermatis fueron sensibles a
concentraciones muy bajas de la tintura, lo cual indica
alto contenido de los principios activos responsables de
la accion farmacologica.

En el Hospital de Clinicas de la Facultad de Cien-
cias Veterinarias de la UNNE se detect6 reiteradamen-
te la presencia de M. pachydermatis en otitis caninas.
Es una levadura no lipofilica de interés veterinario,
aunque también ha sido responsabilizada como agente
etiologico en casos esporadicos de micosis sistémica
en seres humanos, principalmente en recién nacidos '
Para combatir a esta levadura se ha preconizado el uso
de nistatina ¢, miconazol y sulfuro de bismuto % Esta
investigacion agrega un potencial agente farmacologi-
co, como el extracto alcohdlico de propdleos. Su accion
antifungica también fue demostrada sobre el genero
Candida, estableciéndose que los valores de concentra-
cion fungicida minima disminuyen con el incremento
del tiempo de exposicion 2 El efecto inhibitorio del
propoleos fue asimismo demostrado sobre cepas de A4s-
pergillus nidulans 3.

En conclusion, el extracto alcohélico de propo-
leos se revela capaz de inhibir el desarrollo de M. pa-
chydermatis, estableciéndose la concentracion inhibi-
toria minima en 0,30 mg/ml. Los extractos acuosos, a
igual concentracion y sobre las mismas cepas, no son
eficaces. Resta aun determinar, mediante técnicas mi-
crobiologicas, la concentracion fungicida minima, para
asi poder extrapolar estos valores a una forma farma-
céutica aplicable en la terapéutica de otitis cronicas re-
sistentes a otros tratamientos.
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