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1. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR DIFUSION EN
MEDIO SOLIDO

En este primer informe se va a describir la puesta a punto del estudio sobre la actividad
antimicrobiana in vitro del BECHIPROPOL. EI BECHIPROPOL es una mezcla de compuestos (Tabla
1), cuya solucién resultante tiene un color marrén oscuro y un precipitado que se visualiza

facilmente, caracteristicas que dificultan el estudio de las propiedades antimicrobianas.

Tabla 1. Compasicion quimica del BECHPROPOL segtin envase

Compaonentes mg en 10 miL de BECHIPROPOL
Jalea Real GO0
Acerola 720
Propolis 100
Equinacea 100
Vit € Natural 60
Vit E G

Beta-caroteno

1

Vit B1 0,5
Vit B2 1,4
Vit BG 0,7
Vit B12 1,25
Cobre 05
Manganeso 0,6
Magnesio 56,4

El estudio de las propiedades antimicrobianas del BECHIPROPOL se ha estudiado mediante:
(i) Método cualitativo o de difusion en medio solido y
(ii) Método cuantitativo, o de dilucién en medio liquido: CM1y CMB.

En ambos casos se pondran a punto las condiciones de ensayo y especialmente de lectura.

Método de difusion en medio sélido

El método de difusion se utiliza en Microbiologia para estudiar el nivel de actividad
antimicrobiana de extractos o sustancias puras. El estudio se ha realizado siguiendo las
recomendaciones de Balouiri et al. (2016). Los estudios sobre la actividad antimicrobiana

mediante difusion se fundamentan en la difusién radial de un producto antimicrobiano en el
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agar lo que provoca un gradiente de concentracion. La difusion del compuesto analizado
depende del grado de solubilidad de este compuesto en agua. Cuanto mayor sea la distancia
desde el reservorio del antimicrobiano la concentracion desciende. De forma simultanea a la
difusidn del antimicrobiano, la bacteria previamente inoculada, crece en la superficie del medio
si la concentracion del antimicrobiano en la zona no la inhibe, o por contrario, no podra
desarrollarse si la concentracién de la substancia biocida supera su grado de tolerancia
formando un halo o zona de inhibicion transparente. Cuanto mayor sea el halo de inhibicion,
mas susceptible serd el microorganismo a esta substancia. El método de difusion se utiliza en
Microbiologia para estudiar el nivel de actividad antimicrobiana de extractos o sustancias puras.
El estudio se ha realizado siguiendo las recomendaciones de Balouiri et al. (2016).

Con las cepas patrdn seleccionadas se va a realizar un antibiograma, a modo de control, para
conocer su nivel de resistencia a los antibidticos. Posteriormente se estudiard el efecto
antimicrobiano de BECHIPROPOL frente a estos microorganismos. La razén de realizar un
antibiograma es que nos permitira evaluar mejor el resultado del BECHIPROPOL pues se tendra

en cuenta el nivel de resistencia de los microorganismos estudiados.

Medio de cultivo

El medio de cultivo recomendado para los ensayos de susceptibilidad es el agar Mueller Hinton,

no obstante, con los microorganismos exigentes nutricionalmente como el género Lactobacillus,

se ha utilizado el medio de cultivo MRS agar.

Microorganismos
Los microrganismos que se han estudiado en el ensayo son aquellos recomendados para los
ensayos de susceptibilidad, y un microorganismo extra, Lactobacillus plantarum, como
microorganismo que puede encontrarse en el tracto intestinal humano. Ademas es un
microrganismo que se comercializa como probiético. Se utilizan cepas ATCC, que son
microorganismos certificados para el control de calidad en microbiologia y es utilizado en
disciplinas como la clinica, alimenticia, farmacéutica, cosmética o ambiental. Sus caracteristicas
genotipicas y fenotipicas garantizan la identidad del microorganismo.
Bacterias Gram positivas estudiadas:

Enterococcus hirae ATCC 10541

Staphylococcus aureus ATCC 9144

Bacillus subtilis ATCC 6633

Lactobacillus plantarum ATCC 14971
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Bacterias Gram negativas estudiadas:
Escherichia coli ATCC 10536
Pseudomonas aeruginosa HM116

Levadura estudiada:

Candida tropicalis ATCC 1400

Inéculo

El indculo se ha preparado ajustando la turbidez al n2 0,5 de la escala de MacFarland (~1,5 x 10°
UFC/mL). La siembra de la superficie de la placa se ha realizado con escobillén humedecido,

extendiendo el indculo en tres direcciones para obtener un crecimiento confluente y

homogéneo en toda la superficie.

Estudio de la susceptibilidad utilizando BECHIPROPOL
Se ha utilizado BECHIPROPOL puro, sin diluir. Se han estudiado dos muestras del lote: M06

El antimicrobiano se ha depositado en la placa de Petri con medio de cultivo de tres formas

diferentes:

6 Pocillos de 8mm, donde se ha depositado 100 pL de BECHIPROPOL
6 Gotas en la superficie de 10 pL de BECHIPROPOL
6 Discos estéril con 10 pL de BECHIPROPOL
El antimicrobiano se ha dejado difundir a temperatura ambiente 1 h. Posteriormente se ha

realizado la incubacion durante 18-20 h a 37°C.

Resultados con BECHIPROPOL
Se observa que el producto es insoluble en el medio sélido y no llega a difundir correctamente,

por ello, se concluye que esta técnica no es adecuada para estudiar la actividad antimicrobiana

de este productb.

Referencias

Balouiri et al., 2016; Methods for in vitro evaluating antimicrobial activity: A review. J. of
Pharmaceutical Analysis 6, 71-79 _

Silva R.P.D., Machado B.A.S., Barreto G.A., Costa S.S., Andrade L.N., Amaral R.G., Carvalho A.A,,
Padilha F.F., Barbosa J.D.V., Umsza-Guez M.A. (2017) Antioxidant, antimicrobial, antiparasitic,
and cytotoxic  properties of various Brozilian  propolis  extracts. Plos One

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0172585.



ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL BECHIPROPOL

2. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA POR DILUCION EN
MEDIO LIQUIDO: CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CMI)

Y CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB). PUESTA A PUNTO DE
LATECNICA

El estudio de la actividad antimicrobiana mediante procesos de dilucion, por lectura de la
CMI y posteriormente la CMB, es una técnica ampliamente utilizada y muy versatil pues
permite estudiar las propiedades antimicrobianas de productos muy diversos. A pesar de
ello el estudio del BECHIPROPOL representa un reto debido a su insolubilidad y coloracion.
A continuacién se van a optimizar las condiciones para realizar este ensayo, que se ha

realizado siguiendo la metodologia de la Sociedad Americana de Microbiologia (Jorgensen

& Turnidge, 2003; Espinel-Ingroff y Pfaller, 2007).
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

Antimicrobiano
Bechipropol Lote M06
Diluciones empleadas: 2/3; 1/2; 1/6; 1/8; 1/12; 1/16.
Repeticiones: Se han analizado dos muestras de BECHIPROPOL para cada microrganismo

estudiado, y cada ensayo se ha realizado por triplicado.

Medio de cultivo

Se realizan diluciones seriadas de BECHIPROPOL en el medio de cultivo adecuado,
depositandose 200 uL/pocillo como volumen final. Para conseguir una primera dilucion
méas concentrada se ha utilizado el caldo Mueller Hinton triple concentrado (1/3), al cual
se le han afiadido 2/3 de BECHIPROPOL. La segunda dilucién se realiza con caldo Mueller
Hinton doble concentrado, al cual se le afiade el mismo volumen de BECHIPROPOL. A partir
de la 32 dilucién se realizan diluciones de BECHIPROPOL en agua estéril que se mezclan
con el mismo volumen de caldo Mueller Hinton doble concentrado. En el caso de la

bacteria lactica se ha empleado el caldo MRS y en el caso de la levadura se ha empleado

el caldo Sabouraud.
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Preparacion del Indculo

En el caso de las bacterias. Se realiza un cultivo de una noche en medio de cultivo nutritivo
solido tal como el triptona soja agar (TSA) (en el caso de la bacteria lactica, L. plantarum,
se utilizé el medio MRS agar). Posteriormente, se prepara una suspension visualmente
similar al 0,5 de la escala de MacFarland (1-2 x 10® ufc/mL). Se realiza una dilucién 1/10
en Ringer % (107 ufc/mL) y se inoculan 10 pL en 200 pL de volumen final en el pocillo
de medio de cultivo (5 x 10° ufc/mL). Como regla general, cuando el volumen del in6culo
es menos del 10% del volumen del caldo en el pocillo, la dilucién del antimicrobiano por
el inéculo no se tiene en cuenta. Inocular en los 30 min una vez preparada la suspension

del indculo. Realizar un recuento para conocer la concentracién exacta del indculo y la

pureza.

En el caso de la levaduras. Se realiza un cultivo en agar Sabouraud (35°C, 24-48h). Se
resuspende en Ringer % hasta igualar al 0,5 de la escala de MacFarland (1 x 10°-5 x 10°
ufc/mL). Se realiza una dilucién 1/100 en Ringer % . Y, finalmente se afiade 10 pL inéculo

en 200 pL de volumen final en el pocillo, de este modo la concentracidn final es de 0,5 x

10°-2,5 x 10° ufc/mL.

Lectura de la CMI

La lectura de la CMI se realiza habitualmente de forma visual. La turbidez del
BECHIPROPOL ha hecho necesario valorar otros dos métodos de lectura:

Visual: Se realiza a simple vista mirando la turbidez y el sedimento presente como
consecuencia del crecimiento. La lectura se puede facilitar con la observacidn a
través de un espejo que refleja la parte inferior de la placa de Microtiter (Fig. 12).

Resarzurina (0,2 mg/mL): Indicador redox que detecta la ausencia de creci-miento
(oxidado) de color azul o crecimiento (reducido) de color rojo. Poner 20 pL. Incubar
2 h a 37°C. Realizar lectura visual segin cambio de color (Balouiri et al., 2016) (Fig.
13).

Densidad Optica: Se lee la placa a 600 nm. Los valores de DO del control negativo se
restan a los obtenidos en las diluciones y controles positivos. Se considera la CMI la

dilucién més baja que se detecta un crecimiento inferior al 20% respecto al control

positivo (Fig. 14).
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Fig. 12. “Lectura visual” de la placa de microtiter para determinar la CMI utilizando un espejo con el objetivo de

intentar mejorar la visualizacién de la zona de inhibicion del crecimiento. La imagen muestra el ensayo realizado con

B. subtilis/E. coli.
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Fig. 13. Lectura de la placa de microtiter utilizando el indicador redox, resazurina, para determinar la CMI. Los ensayos
se realizaron con las parejas de bacterias B. subtilis/E. coliy S. aureus/P. aeruginosa. En laimagen se muestra |a lectura
con resazurina de la pareja de microorganismos S. aureus/P. aeruginosa. Para el caso de B. subtilis/E. coli, la

imposibilidad de realizar una lectura de la CMI con resazurina es la misma que en la imagen mostrada.
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Fig. 14. Lectura de la placa de microtiter utilizando un espectrofotémetro en el que se cuantifica la densidad optica
(DO) a 600 nm. En la parte superior de la imagen se muestra el aspecto del crecimiento de la placa de microtiter
después de 24 h de incubacién (con los controles negativos, los controles positivos, y los pocillos de ensayo con
Bechipropol con diferentes diluciones). En la parte del medio de la imagen se muestran los valores de DO, obtenidos.
En este caso, cada valor corresponde a media de tres valores de DO previamente restando el valor de DO de los

controles negativos. Finalmente, en la parte inferior se muestran los porcentajes de crecimiento. La lectura de la CMI

se ha realizado con dos cepas, B. subtilis y E. coli.
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Concentracion Minima Bactericida (CMB)

Una vez leida la CMI, se realizan los recuentos (cultivos cuantitativos) (siembra de 0,01 mL), de
todos los pocillos donde ha habido inhibicién del crecimiento, en placas de Agar Mueller Hinton
(Medio rico, no selectivo). Las placas se incuban 24 (48) h a 37°C. Posteriormente se realiza el
recuento de viables en placa. Se considera la CMB la concentracion del antimicrobiano que ha

reducido el 99,9% respecto del indculo inicial, es decir aguel que produce un descenso de 3 log

del indculo inicial (Figs. 15-16).

Fig. 16. Concentracién minima bactericida en Bacillus subtilis.

Resultados
Proceso de lectura. Visual: La turbidez y la coloracion del producto impide la lectura visual

directa. No se diferencia la presencia de crecimiento o ausencia en el producto, especialmente
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a concentraciones altas a pesar de haber adicionado controles negativos de todas las diluciones
realizadas (Fig. 12).

Resarzurina: El color marrén oscuro del producto enmascara el viraje de color del indicador,
siendo muy dificil establecer el punto del corte crecimiento/inhibicién del crecimiento (Fig. 13).

Densidad Optica: Esta técnica permite la lectura de las placas a una D.O. de 600 nm. Para
interpretar los resultados es necesario realizar un blanco (control negativo) de cada dilucion y
restar los valores obtenidos con el microorganismo para descartar la lectura correspondiente al
color propio del BECHIPROPOL (Fig. 14).

De las tres técnicas propuestas para la realizacion de las lecturas de CMI, la lectura de la
densidad 6ptica utilizando un espectrofotémetro es la que ofrece mejor aceptabilidad, pues es
una técnica sensible y repetitiva.

La optimizacion de la lectura de la CMI se ha realizado con dos cepas, B. subtilis y E. coli. Los
resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 5. Igual que en los resultados por difusién, el
resultado obtenido por dilucién indica una mayor actividad frente al bacillo Gram positivo que
frente a E.coli. Los resultados indican que el estudio de la actividad antimicrobiana del
BECHPROPOL es mejor realizarlo mediante la determinacién de la CMI/CMB ya que da mas
informacién y a pesar de la dificultad de manipulacién que presenta el producto es posible leer

los resultados mediante la medicion de la densidad 6ptica.

Tabla 5. Resultados de la CMI y CMB.

Microorganismo CMI CMB
B. subtilis 1/16 1/8
E. coli 1/6 1/4

Referencias
- Balouiri M., Sadiki M., Ibnsoude S.K. (2016) Methods for in vitro evaluating antimicrobial

activity: A review. J. Pharm. Anal. 6, 71-79.

- Espinel-Ingroff A., Pfaller M.A. (2007) Susceptibility Test Methods: Yeast and Filamentous Fungi,
Pag. 1972-1984, En: Manual of Clinical Microbiology, Vol2, 92 ed. Murray P.R., Baron E.J.,
Jorgensen J.H., Landry M.L., Pfaller M.A. ASM Press, Washington D.C.

- Jorgensen J.H., Turnidge J.D. (2003) Susceptibility test methods: Dilution and disk diffusion
methods. Pag 1108-1127, En: Manual of Clinical Microbiology. Vol 1, 82 ed. Murray P.R., Baron
E.J., Jorgensen J.H., Pfaller M.A., Yolken R.H. ASM Press, Washington D. C.
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4. ESTUDIO DE LA CMI/CMB DE LOS MICROORGANISMOS
DE REFERENCIA

Una vez optimizada la metodologia a emplear en el estudio de la CMI/CMB se ha iniciado el
estudio de las 7 cepas de referencia para ver la respuesta general. Las condiciones del ensayo
son las siguientes

Lote de BECHIPROPOI estudiado: M06

8 Diluciones de BECHIPROPOL estudiadas: 2/3; 1/2 ; 1/4; 1/8; 1/16; 1/32; 1/ 64; 1/128

Repeticiones realizadas: Cada ensayo se ha realizado por triplicado (3 lineas de pocillos en

una placa de microtiter) y estos ensayos se han realizado por duplicado (Fig. 17).

Cont.+ 2/3 112 14 w8 "6 " o132 7 164 1/128
1 2 3 4 5 G 7 5 ]
A r 2 ™ v
Microorg. B 2 o
C
Contral - L i
E e
F ==
Microorg. G e
H

Fig. 17. Esquema de los pocillos de la placa de microtiter, concentraciones de Bechipropol, control positivo y control

negativo.

Resultados

Los resultados obtenidos de CMI y CMB se presentan en la Tabla 6 y Figs 18-22. En las
repeticiones se han obtenido unos valores repetitivos, menos en el caso de S. aureus. Esto indica
que la composicién del producto es homogénea y la metodologia utilizada es correcta. De nuevo
el microorganismo mas sensible es B. subtilis ya que es inhibido por la dilucion mas elevada del
producto. El microorganismo mds resistente, y que no llega a ser inhibido por la dilucién mas
alta es el L. plantarum. L. plantarum es un microorganismo que se considera un probiético y por
lo tanto beneficioso para el hombre. En general los valores de la CMI-CMB son muy préximos o

los mismos, lo que indica una actividad principalmente bactericida.
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Tabla 6. Resultados de CMI/CMB expresados en dilucion de BECHIPROPOL

Microorganismo Cvil CMB
B. subitilis 1/16 1/8
S aureus 1/8 1/2-2/3
E. hirae 1/4 1/2
L. plantarum 1/2 >2/3
E.coli 1/4 1/4
P aeruginosa 1/2 ‘ 1/2
C. tropicalis 1/4 1/2

Fig. 19. Concentracion minima bactericida en E. hirae

13
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Fig. 22, Concentracién minima bactericida en Candida tropicalis.

En la Tabla 7 se presentan los valores medios de crecimiento obtenidos en las lecturas de
densidad Optica. Estos valores se expresan en porcentaje de crecimiento, valor que se obtiene
tras restar el control negativo de crecimiento y considerar el 100% el control positivo de
crecimiento. En la tabla se ha marcado en rosa la CMI o concentracién mas baja sin crecimiento
(crecimiento inferior al 20% del control). También se han marcado en verde los valores con un
porcentaje de crecimiento superior al control positivo. La explicacion de estos valores mas

elevados de crecimiento puede estar relacionada con los resultados iniciales obtenidos por
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difusion, donde se observaba un doble halo, de inhibicién a concentraciones elevadasy de

sobrecrecimiento a concentraciones bajas. De nuevo, al tratarse de un producto muy complejo

con compuestos inhibidores y también vitaminas que pueden favorecer el crecimiento de los

microorganismos, se observa una doble respuesta. Los proximos estudios se realizaran con los

componentes de forma individual para intentar clarificar esta respuesta.

Tabla 7. Valor medio del crecimiento de los diferentes microorganismos en las distintas concentraciones estudiadas,

expresado en porcentaje

Y% de crecimienta en las diferentes diluciones

Microorganismo

B. subftilis

S, aureus

E. hirae

L. plantarum
E. cali

P aeruginosa

C. tropicalis

1/4 1/8
5,5 1.5
-2,7 10,1

10,22 106,3

50,1 78,4
3,8 29,4
64,9 1074
-4,9 52,4

1/16
11,2
68,0
124,7
99,3
15.0
126,8
83,9

1/32
1232
89,8
1444
103,8
54,8
132,5
102,1

1/64

1531
128,8
126,7
101,5
65,1

137,0
1145

1/128
146,7
167,7
112,5
11,9
139,1
130,2
103,4
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5. ESTUDIO DE LA CMI/CMB DE DIFERENTES LOTES DE BECHIPROPOL

Se ha estudiado la CMI/CMB de tres lotes de BECHIPROPOL para ver la estabilidad de la actividad
antimicrobiana en el tiempo. Los lotes ensayados son:

MO06: Caducidad 2020

MO4: caducidad 2020

LO1: caducidad 2019

Se ha realizado un estudio inicial con B. subtilis y E. coli. Cada lote se ha estudiado por

triplicado (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de CMI/CNB segtin lote de fabricacion

Microorganismao Lote: MOG Lote: M04 Lote: LOL

CMI CMB CMI CMB CMI CMB
A. subfilis 1/16 1/8 1/16 1/8 1/16* 1/8
E. coli 1/4 1/4 1/4 1/4 1/4% 1/4

Los lotes del mismo afio tienen el mismo aspecto y el mismo comportamiento desde el punto
de vista de la susceptibilidad (CMI y CMB). El lote LO1, con caducidad en el 2019, presenta una
coloracién un poco diferente, pero los resultados de CMI y CMB son similares a los obtenidos
para los lotes que caducan en el 2020. El estudio se ha completado realizando solo la
comparacion con un lote del afio anterior. El pH del BECHPROPOL lote M06 es 4,7, Lote M04 4,6
y lote LO1 4,4. Esta acidez podria tener cierto efecto antimicrobiano. El efecto del pH del
producto en la accion inhibitoria se investigara en un estudio préximo.

Como el aspecto y susceptibilidad en los dos lotes del mismo afio son idénticos, se decidio
realizar la comparativa de solo dos lotes, el M06 (2020) y LO1 (2019) con el resto de cepas
utilizadas en este primer informe.

Los resultados obtenidos con los dos lotes se muestran en la Tabla 9. Tan solo se ha
encontrado una diferencia de una dilucién con P. aeruginosa en las CMls. Esta pequefia
diferencia no se ha considerado significativa pues puede ser consecuencia de la propia técnica.
De hecho, la propia casa comercial indica en el envoltorio del producto que “al tratarse de

ingredientes naturales pueden aparecer ligeros cambios de aspecto o color que no afectan a la

calidad del producto”.
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Tabla 9. Resultadas de CMI/CMB expresados en dilucion de BECHIPROPOL, de dos lotes diferentes

Microorganismao Lote: MOG Laote: MOG Lote: LO1 Lote: LO1
CMI B ChIL cmB

B. suhbtilis 1/16 1/8 1/16 1/8

S. aureus 1/8 1/2-2/3 1/8 1/2

E. hitae 1/4 1/2

L. plantarum 1/2 >2{3

E.coli 1/4 1/4 1/4 1/4

£ aeruginosa 1/2 1/2 1/4 1/2

C. tropicalis 1/4 1/2

CONCLUSIONES GENERALES

% In vitro diluciones entre 1/2 y un 1/16 de BECHIPROPOL inhiben el crecimiento de

los microorganismos estudiados

% Invitro diluciones entre 2/3 y 1/8 de BECHIPROPOL eliminan el crecimiento de los

microorganismos estudiados menos de Lactobacillus plantarum

% La mejor forma de estudiar la propiedades antimicrobianas del BECHIPROPOL es
determinando de la CMI/CMB, y realizando las lecturas del crecimiento por D.O.
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