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RESUMEN

El uso indebido e indiscriminado de los antibidticos en las Ultimas décadas, para
profilaxis de enfermedades tanto en el hombre como en los animales, ha detonado
una alarma en el mundo de la medicina microbiolégica, ya que dichos
microorganismos han respondido de una manera peligrosa, con la llamada
resistencia bacteriana, por eso es necesario reconocer, investigar y aplicar en
nuestro campo profesional, las opciones alternas que existen en medicina
veterinaria. Los objetivos comprendidos en el presente estudio son los de
establecer si la miel de la abeja Apis mellifera (abeja comun de la miel) y la miel
de la Tetragonisca angustula (abeja angelita o virgencita) obtenidas de nuestra
flora regional, poseen alguna caracteristica antibacteriana que logre inhibir el
desarrollo microbiano en las diferentes concentraciones bacteriales de siembra,
para posteriormente analizarlos y compararlos entre si estadisticamente. A los
resultados obtenidos se les hizo un analisis comparativo y descriptivo de la media
poblacional, utilizando para esto el programa Software estad.graphad.instat
version 3.06 (2003). Se buscéd las diferencias entre parejas estadisticamente
significativas P<0.005 aplicando la prueba de rangos multiples o Test de Tukey-
Kramer. Las mieles puras tanto de la Apis mellifera como de la Tetragonisca

angustula presentaron la mayor inhibicion en concentraciones bacterianas in vitro
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de 1x10* UFC. Las mieles diluidas de la Apis mellifera y Tetragonisca angustula al
20% no presentaron suficiente inhibicién ante las concentraciones de 1x101,1x102
y 1x102 UFC. El resto de las diluciones no presentaron una diferencia marcada
entre si por lo que se consideraron en general inhibitorias para las cuatro
concentraciones. Todas las mieles estuvieron dentro de un rango de 21.2 mm
como maximo y 11 mm como didmetro minimo; el maximo obtenido, correspondio
a la miel pura de la abeja Apis mellifera ante la concentraciéon de 1x10* UFC y el
minimo correspondié a la miel de la Tetragonisca angustula en dilucion al 20%
ante la concentracion bacteriana de 1x10* UFC. En todos sus estados la miel fue
superior al control positivo: oxitetraciclina al 10%. En conclusion, se comprobd
durante este estudio que la miel de la abeja Apis mellifera y de la Tetragonisca
angustula, puras y diluidas al 50 y 20%, poseen propiedades antibacteriales que
las hacen efectivas para detener el crecimiento de las colonias del Staphylococcus
aureus coagulasa positivo, en un ensayo in vitro y que las concentraciones
minimas inhibitorias de la miel dependen de la concentracion bacteriana y del
estado puro o diluido de las mismas mieles. Se podria recomendar que, para
proximos estudios de esta indole, sea necesario establecer antes, la presencia y
cantidad de las enzimas catalasa y glucoxidasa en la miel sometida a estudio;

ademas de obtener el porcentaje de humedad especifico para la misma.

Palabras clave: Resistencia bacteriana, antibacteriano, concentracion minima

inhibitoria, miel.
ABSTRACT

The indiscriminate misuse of antibiotics in recent decades, for prophylaxis of
diseases in man and animals, has triggered an alarm in the world of medicine
microbiological, since these microorganisms have responded in a dangerous way,
with called bacterial resistance, so it is necessary to recognize, investigate and
apply in our professional field, there are alternative options in veterinary medicine.
The objectives in the present study are to establish if the honey bee Apis mellifera
(honeybee) and honey bee Tetragonisca angustula (angelita or virgin bee)

obtained from our regional flora, possess some antibacterial feature inhibit
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microbial growth achieved in different bacterial concentrations planting, later
analyze and compare them statistically. The results obtained were asked
comparative and descriptive analysis of the population mean, using this program
estad.graphad.instat Software version 3.06 (2003). It looked for statistically
significant differences between pairs P<0.005 using multiple range test or Tukey-
Kramer test. Pure honeys both Apis mellifera and the Tetragonisca angustula
showed the highest inhibition in vitro bacterial concentrations 1x10* UFC. The
diluted honey of Apis mellifera and Tetragonisca angustula 20% did not present
sufficient inhibition at concentrations of 1x10?, 1x102 and 1x10° UFC. The
remaining dilutions showed no marked difference from each other by what is
generally considered to four inhibitory concentrations. All honeys were within a
range of 21.2 mm and maximum diameter of 11 mm as minimum, maximum
obtained corresponded to pure honey bee Apis mellifera to the concentration of
1x10“ CFU and the minimum corresponded to honey the Tetragonisca angustula
in dilution to 20% at the concentration of 1x10! bacterial CFU. In all states honey
was superior to the positive control: oxytetracycline 10%. In conclusion it was
found during this study that the honey bee Apis mellifera and Tetragonisca
angustula, pure and diluted to 50 and 20%, possess antibacterial properties that
make them effective in stopping the growth of colonies of coagulase-positive
Staphylococcus aureus, in an in vitro assay and minimum inhibitory concentrations
of honey depend on bacterial concentration and pure or dilute them honeys. It
could recommend that future studies of this nature are required before the
presence and quantity of the catalase and glucosidase enzymes in honey under

study, besides obtaining the specific moisture for it.

Keywords: Bacterial resistance, antibacterial, minimum inhibitory concentration,

honey.
INTRODUCCION

La miel es un producto de la colmena, elaborado por las abejas, en especial por la
abeja melifera comun, otros productos son: el polen, propdleo, jalea real, ceray

apitoxina. Especificamente a la miel se le han reconocido propiedades medicinales
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desde la antigiiedad; como tratamiento terapéutico contra infecciones causadas
por bacterias y hongos, en heridas abiertas, ulceras, quemaduras e infecciones
oculares. Gracias a la historia y la arqueologia se han hallado y corroborado
hechos remotos del hombre de la edad de bronce, los cuales ejercian una
medicina primitiva como se prueba en los craneos encontrados con marcas de
trepanacion y en cuyo interior se evidencian restos de propoleo, producto al cual
se le atribuyen actualmente propiedades antisépticas (Engel, 1998; PROFECO,
2001).

Los egipcios, chinos, persas, hindu, griegos y romanos (pueblos representativos
de las civilizaciones clasicas) dejaron innumerables registros del consumo y el uso
medicinal de los productos de la colmena. En Egipto las referencias indican el uso
del propdleo ante diferentes afecciones y principalmente en el proceso de
momificacion de los faraones. Estas civilizaciones avanzadas, ubicadas a la orilla
del rio Nilo, contaban con unos 900 remedios en su medicina tradicional, de los
cuales cerca de 500 eran hechos a base de miel de abejas, como dejaron
constancia en el papiro de Ebers (3.500 a. C) y en el papiro de Beck Badog (Crane
y Graham, 1985; Ulloa et al., 2010). En los textos biblicos vemos por ejemplo la
temprana vocacion que tenian los pueblos medio orientales hacia la apicultura, en
especial el pueblo Israelita. En la India el Yadaur Veda, considerado el libro mas
antiguo de medicina en el codigo Manu, aseguraba que la posibilidad de
longevidad era real, si se consumia todos los dias pan de abejas (panales frescos

de miel con polen).

El padre de la medicina Hipdcrates recomendaba el uso de la miel para prolongar
la vida, dejando constancia de ello, ya que este galeno griego consumio los
productos de la colmena y vivio hasta los 107 afios. Un dato anecdético registrado
en la historia, fue el acontecido en Babilonia, cuando murié Alejandro el Grande
(Magnus), cuyo cuerpo debia ser sepultado en su ciudad de origen Macedonia,
pero como el viaje duraba alrededor de dos meses decidieron sumergirlo en una
tina que contenia en su interior miel; asi llego su cuerpo a Macedonia sin mostrar

ningun signo de descomposicion (Crane, 1980; Asis, 2007).
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Diferentes autores han reconocido que las caracteristicas antibacteriales de la miel
se deben en parte a su osmolaridad, su pH, la presencia de peroxido de hidrégeno
(Molan, 1992) y algunos componentes fitoquimicos especificos de las diferentes
clases de plantas, las cuales le transfieren sus cualidades al néctar recolectado

por la abeja.

El presente estudio se inspir6 y basé en una entrevista por parte del canal
cientifico: National Geographic, en el afio 2003 al doctor Peter Molan, docente de
la Universidad de Waikato (Hamilton: Nueva Zelanda) y actual director del
laboratorio para estudios de la miel. En un documental se hace referencia al caso
de una paciente que sufria una infeccibn cutanea severa en uno de sus
antebrazos, causada por el Staphylococcus aureus y cuya accion de los
antibioticos incluidos los de udltima generacion, era anulada por dicha bacteria.
Pasadas unas pocas semanas de haberse iniciado un tratamiento con miel de
abejas, (miel de Manuka) la herida sané de forma rapida y mostré una adecuada

cicatrizacion.

Los objetivos comprendidos en el presente estudio son los de establecer si la miel
de la abeja Apis mellifera (Grafica 1) (abeja comun de la miel) y la miel de la
Tetragonisca angustula (Grafica 2) (abeja angelita o virgencita) obtenidas de
nuestra flora regional, poseen alguna caracteristica antibacteriana que logre inhibir
el desarrollo microbiano en las diferentes concentraciones bacteriales de siembra,
para posteriormente analizarlos y compararlos entre si estadisticamente (Nates,
1996).

Es fundamental crear y tener conciencia que el uso indebido e indiscriminado de
los antibioticos en las ultimas décadas, para profilaxis de enfermedades tanto en el
hombre como en los animales, ha detonado una alarma en el mundo de la
medicina microbiolégica, ya que dichos microorganismos han respondido de una
manera peligrosa, con la llamada resistencia bacteriana (CEPEC, 2011), por eso
€S necesario reconocer, investigar y aplicar en nuestro campo profesional, las

opciones alternas que existen en medicina veterinaria.
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Gréfica 1. Abeja comun de la miel Grafica 2. Abeja (Tetragonisca (Apis

mellifera) angustula)
(A) Cabeza, (B) torax, (C) abdomen y (D) cestilla para la recoleccién del polen

Actualmente se tiene conocimiento de estudios realizados por parte de la
Universidad del Tolima, la Universidad Nacional de Bogota y la Universidad
Nacional de Antioquia, acerca de los productos de la colmena, identificacion de las
razas de abejas y su flora nectaria correspondiente, usos del propéleo,
clasificacion del polen por zonas y acciones terapéuticas del veneno o apitoxina;
sin embargo, no se ha encontrado un registro comparado con el estudio que se

efectla el presente trabajo.
METODOLOGIA

Las mieles para este estudio se consideran multiflorales (néctar de origen diverso).
La miel de la Apis mellifera provino de la vereda Puerto Colombia y se obtuvo por
centrifugacion de los panales, en una centrifuga de acero inoxidable con
capacidad de cuatro cuadros, fue envasada sin sufrir calentamiento; la miel de la
abeja Tetragonisca angustula provino de la vereda Altos de Buena Vista y fue
extraida artesanalmente con jeringas estériles y envasada sin sufrir ningun tipo de
tratamiento. Se utilizaron para el estudio muestras de miel diluida al 50 y 20% (v/v)
y miel pura de ambas especies; como diluyente se empledé agua destilada
esterilizada (Allen et al., 1991), como control negativo agua estéril y como control

positivo oxitetraciclina al 10%.
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La cepa original de Staphylococcus aureus de la cual se obtuvieron las réplicas
fue suministrada por el Laboratorio de Microbiologia Animal de la Universidad de
los Llanos (Gréficas 3 y 4). Después de confirmada la cepa joven con las pruebas
de coagulasa y catalasa, se tom6 1 ml de la colonia y se introdujo en el tubo Cero
de BHI (infusién cerebro - corazon), de éste se tomé 1 ml y se inocul6 el tubo
nimero uno que se rotulé con la concentraciéon de 101; asi sucesivamente hasta
el tubo seis y el ml sobrante se descartd (Grafica 5). Estos cultivos se llevaron a
incubar por 4 horas a 37°C o hasta detectar turbidez, pero no excediendo las 6
horas. Para determinar la actividad antibacteriana de la miel se empleé la técnica
de difusion en agar, en este caso agar selectivo Milller Hinton, inoculando en el
agar para cada concentracion, 1 ml de la respectiva colonia desarrollada en los

tubos BHI correspondientes (Grafica 6).

Gréfica 3. Colonias de repique del Grafica 4. Colonias de repique del
Staphylococcus aureus en agar sangre S. aureus en agar salado manita

Una vez vertido y solidificado el agar en las cajas de petri, calculando un grosor de
5 mm de la capa de agar para cada caja, se hicieron los pozos de 4 mm de
diametro, dos por caja, agregando 1f a cada pozo de la miel pura de ambas
especies respectivamente, de igual forma para las cajas con las diluciones al 50%
y al 20% (Grafica 7). La medida del pH se realiz6 con papel indicador (Merck) a las
mieles puras, y diluidas de ambas especies. A la caja con los controles se le

agrego a los pozos 1f de agua estéril (negativo) e igualmente 1{ de oxitetraciclina
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al 10% (positivo). Se hicieron cuatro réplicas por concentracion, para un total de
96 cajas que se llevaron a incubacion por 18 horas a 37°C.

Gréfica 5. Siembra en BHI Gréfica 6. Inoculacion cepa en el agar

Gréfica 7. Miel en los pozos

A los resultados obtenidos se les hizo un analisis comparativo y descriptivo de la
media poblacional, utilizando para esto el programa Software estad.graphad.instat
version 3.06 (2003). Los datos son expresados +/- Error estandar de la media. Se
buscé las diferencias entre parejas estadisticamente significativas P<0.005

aplicando la prueba de rangos multiples o Test de Tukey-Kramer (Wayne, 2000).
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RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis estadistico y la técnica para el reconocimiento de resistencia bacteriana
gue expresa en milimetros el diametro de los halos inhibitorios medidos, arrojaron
los siguientes resultados. Segun los resultados de la Tabla 1 las mieles puras
tanto de la Apis mellifera como de la Tetragonisca angustula presentaron la mayor
inhibicién en concentraciones bacterianas in vitro de 1x10“ UFC. Las mieles
diluidas de la Apis mellifera y Tetragonisca angustula al 20% no presentaron
suficiente inhibicion ante las concentraciones de 1x10?1,1x10? y 1x102 UFC. El
resto de las diluciones no presentaron una diferencia marcada entre si por lo que
se consideraron en general inhibitorias para las cuatro concentraciones. Todas las
mieles estuvieron dentro de un rango de 21.2 mm como maximo y 11 mm como
diametro minimo; el maximo obtenido, correspondi6 a la miel pura de la abeja Apis
mellifera ante la concentracion de 1x10* UFC y el minimo correspondié a la miel
de la Tetragonisca angustula en dilucion al 20% ante la concentracion bacteriana
de 1x10* UFC (Tabla 1y Figura 1).

Este resultado sugiere que la miel de abejas de ambas especies inhibe el
crecimiento de la bacteria por la accién del peréxido de hidrogeno, producto de la
accion enzimatica de la glucoxidasa; esto concuerda con los resultados obtenidos
por Molan en 1992, en los que se compara la accion antibacteriana del azUcar
artificial y la miel de abejas, los resultados del poder antibacterial por inhibicion
obtenidos de la miel fueron mayores, a diferencia del azucar artificial; debido
segun el autor, a la presencia y cantidad de enzimas que las abejas le agregan a

la miel lo que hace mas eficiente el peréxido de hidrogeno.

Concuerda también con los estudios hechos por Salazar en el afio 2001, donde se
evaluo la actividad antibacteriana in vitro de la miel de abejas utilizando cuatro
clases de mieles ante el Streptococcus mutans, con los resultados determinaron
que las diluciones de la miel al 30 y 35% (v/v) poseian caracteristicas
antibacteriales que interrumpian el crecimiento de la bacteria por la accion del
producto conocido como peréxido de hidrogeno, el cual se presenta como

resultado de la oxidacion de la glucosa. El rango de dilucion que utilizé Salazar se
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encuentra en el rango de las diluciones hechas al 50 y 20% (v/v) del presente

estudio.

Tabla 1. Concentraciones minimas inhibitorias (milimetros) de la miel Apis
mellifera y la miel de la Tetragonisca angustula en sus presentaciones puras y

diluidas al 50 y 20%, frente al Staphylocccus aureus coagulasa positivo.

Concentracion Minima Inhibitoria (Milimetros)

Miel Pura Dilucion 50% Diluciéon 20%

[UFC]* (mm) [UFC] (mm) [UFC] (mm)

A.m 21.2 A.m 18.5 A.m 16.7

104 104 104

T.a 20.5 T.a 18 T.a 16.2

10* 10* 10*

A.m 19 A.m 18 A.m 13.7

103 10 103

T.a 18.7 T.a 18 T.a 12.7

103 103 103

A.m 17.5 A.m 17 A.m 12.5

107 102 102

T.a 18.7 T.a 15.5 T.a 11.2

102 102 102

A.m 16.7 A.m 16.7 A.m 11.2

101 101 101

T.a 17.2 T.a 16.5 T.a 11

101 101 101

MP (miel pura) A. m (Apis mellifera) T.a (Tetragonisca angustula) * Resultados en mm

En otra investigacion en el afio 2001 por Molan, se estudiaron las caracteristicas
antibacteriales de la miel in vitro en diluciones al 10 y 5% ante el Actinomices
pyogenes, Klebsiella, Nocardia sp, Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae y Streptococcus uberis, bacterias
causantes de mastitis bovina, los resultados indicaron que las 7 bacterias fueron
inhibidas por la acciéon de la miel de Manuka en una dilucién al 10% y 6 de 7
bacterias en la dilucion al 5%, en comparacion con los resultados de la miel
monofloral, la cual inhibio las 7 bacterias en la dilucion al 10% pero en la dilucion
al 5% solo 2 especies. La diferencia se basa en que los autores consideran que la
miel de Manuka posee propiedades antibacteriales no dependientes del perdxido
de hidrogeno, como si las tiene la miel monofloral del estudio y en general la

mayoria de las mieles.
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Figura 1. Comparacion de la media de los resultados inhibitorios de la miel
de Apis mellifera y de Tetragonisca angustula, en sus tres estados puras,
diluidas al 50 y 20%. * Concentracién de Staphylococcus aureus coagulasa
positivo por UFC

A pesar de no haberse obtenido resultados inhibitorios en este ensayo en las
diluciones del 20% ante concentraciones bacteriales altas como lo son 1x101! y
1x10? (Tabla 1), se debe tener en cuenta que la mayoria de ensayos hechos con
los productos de la colmena y especificamente con la miel de abejas, se han
realizado a partir de concentraciones bacteriales de 1x10¢ en adelante; como lo
reporté Cabrera et al., en su proyecto de grado en el afio 2003, donde el uso de
concentraciones superiores a 10°% UFC se debe a que se acerca a la
concentracion bacterial de una herida infectada, lo cual, segun Diaz en el 2005,
afirma que las heridas in vivo producidas bajo condiciones experimentales
demostraron en un modelo biolégico que la cantidad relativa de UFC (unidades
formadoras de colonias bacteriales) presentes en una herida infecciosa normal,
oscila entre las concentraciones de 1x10® y 1x10° UFC. Sin embargo, en este
trabajo se utilizé las concentraciones mas altas como los son 1x10* hasta 1x10°,
de las cuales se obtuvieron resultados mas favorables de la miel como inhibidor
del crecimiento bacteriano del Staphylococcus aureus en comparacion con los

resultados del antibidtico control.
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En la Tabla 2 se detallan los resultados de las concentraciones minimas
inhibitorias de la miel de la Apis mellifera pura, diluida al 50 y 20% (v/v) y de la
oxitetraciclina al 10% (control+). En la Figura 2 se observa que las colonias de
Staphylococcus aureus coagulasa positivo fueron sensibles tanto en la miel pura
como a la diluida al 50% de la Apis mellifera para las cuatro concentraciones, pero
ante la dilucion al 20% la bacteria mostro resistencia en las concentraciones de
1x101y 1x102 UFC; no obstante, esta diluciéon fue medianamente sensible para la
bacteria en las concentraciones de 1x1023 y 1x10*. En todos sus estados la miel
fue superior al control positivo: oxitetraciclina al 10% (Tabla 2, Figura 2).

Tabla 2. Concentraciones Minimas Inhibitorias de la miel de la abeja Apis mellifera
en su estado puro, diluido al 50 y 20% y de la oxitetraciclina 10% (control+). Datos

expresados como media + error estandar de la media.

Miel diluida al Miel diluidaal Oxitetraciclina
50% 20% 10%

101 16.7 + 0.4° 16.7 +0.7° 11.2 + 0.2¢de 6.5 + 0.299

Miel pura

102 17.5+0.2° 17 +0.7° 12.5 + 0.2 7.5+ 0.29'
103 19 + 0.4 18 + 0.4 13.7 + 0.6° 9.5 + 0.29¢f

10+ 21.2+0.92 18.5 + 0.6 16.7 + 0.6° 10.25 + 0.25%f

"a.b.c.d Medias con sobrescritos diferentes son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

=
E Omiel
=
E pura
(=g g
.g | —
= | il Dal 508
3 o]
E
g =]
H Oal 20%
“? -‘___.-'-J a
101 10-2 10-3 104 O control
Concentraciones bacteriales {+}

Figura 2. Inhibicién del crecimiento bacterial presentado por la miel de la
abeja Apis mellifera, pura, diluida al 50 y 20% Yy la oxitetraciclina al 10%.
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Estos resultados demuestran y sugieren que la miel pura de la Apis mellifera es
mas eficaz para las concentraciones bacterianas altas como lo fueron 1x10* hasta
1x10%4, se sugiere que este efecto se puede dar por que la miel de abejas del
género Apis en Colombia contiene un porcentaje mayor de humedad, segun
estudios de Salamanca en el aflo 1996, reporta un porcentaje superior al 17.7%
entre el 18.8% y el 19.5%, para éstas mieles, lo cual se aleja del contenido de
humedad estandarizado a nivel mundial, lo que la hace mas diluida que la miel

comunmente usada en otros paises para diversos experimentos.

Se sugiere que esto podria influir en el resultado debido a que, a pesar de utilizar
una muestra pura, su alto contenido de humedad puede activar la oxidacién de la
glucosa, que se entiende esta en mayor cantidad en la presentacion pura que en
las diluciones al 50 y 20%. Esto se puede comparar con los estudios de Weston
en el afio 2000, en los cuales propone que la actividad antibacteriana de la miel se
debe a la cantidad de glucoxidasa, de catalasa, de peroxido de hidrogeno y de la

respuesta enzimatica por parte de la bacteria.

Sin embargo, se esperaria observar lo mismo en los resultados de la miel pura de
la Apis mellifera y de la Tetragonisca angustula ante concentraciones bacteriales
mas bajas, como los eran las concentraciones de 1x10° 1x10, lo cual no se
observo; por el contrario, las mieles diluidas de ambas especies fueron las que
presentaron mayor inhibicion (Tabla 4, Figuras 3 y 4). Este hecho fue observado y
registrado por White en el afo 1962 en su estudio conocido como: The
identification of inhibine, the antibacterial factor in honey, as hydrogen peroxide

and its origin in a honey glucose-oxidase system.

La respuesta principal sugerida a esta accion contradictoria, es que la miel sin
diluir tiene una osmolaridad mayor a las mieles diluidas, es decir que la alta
concentracion de azucares afectan el equilibrio intrinseco de la bacteria, asi
cuando la producciéon de perdxido es baja o nula en la miel no diluida, esta ejerce
su propiedad higroscopica, deshidratando la bacteria. Chirife et al., en el afio 1983
basado en sus estudios define que la miel, como otros jarabes de azucar y gomas

saturadas de azucar, tienen una osmolaridad suficiente para inhibir el crecimiento
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microbiano, pero cuando esta es utilizada como capa protectora de la herida, se
observa dilucion de esta por el exudado de la herida, lo que reduce su

osmolaridad a un nivel que deje de controlar la infeccion.

En otros estudios presentados por Allen et al., en el afio 2000 durante el primer
Congreso Mundial de la Salud, realizado en Melbourne (Australia), los autores
sostienen que durante la Fase 1 de la actividad antibacteriana de la miel ante el S.
aureus meteciclino resistente (MRSA) presente en heridas causadas por
guemaduras; es la osmolaridad la que tiene capacidad de absorcion de liquidos.
Segun estos autores este tipo de actividad antibacteriana est4d basada en la
deshidratacion del citoplasma bacteriano que realiza, consiguiendo por un lado la
lisis bacteriana y por otro, la incapacidad reproductora de las bacterias no lisiadas.
Estas apreciaciones y los resultados observados en el presente trabajo se pueden
comparar con las de Gheldof y Engeseth en el afio 2002, los cuales reportaron en
su estudio que aun cuando las propiedades antimicrobianas de la miel
comunmente son atribuidas a la presencia del peréxido de hidrogeno, estudios con
mieles utilizadas en estado puro sin diluir del 100% v/v arrojaron resultados
inhibitorios para la mayoria de los cultivos bacterianos, lo que se produce debido
probablemente a su alta osmolaridad y acidez, por esta razén, concluyen los
autores, la miel cuando es diluida, la produccion de perdxido de hidrogeno es el
principal agente antimicrobiano ya que ni la osmolaridad ni el pH son suficientes

para detener el desarrollo de las bacterias.

Otra razén sugerida segun los resultados en el presente trabajo, es que los
compuestos de accion antibacterial estan en mayor numero en la miel pura que en
la miel diluida, esto también fue observado por Weston, (2000) el cual dijo que
algunos componentes fitoquimicos como los flavonoides y los fenoles, se
encuentran en las mieles tanto productores de peréxido de hidrégeno como en las
no productoras de peroxido de hidrogeno, tienen ciertas cualidades antibacteriales

gue influyen en la inhibicion.

Igualmente, el Departamento de Agricultura de los Estados Unidos de Norte

Ameérica en el area de Investigacion Agricola, publica en el 2001, que las mieles
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con mayor cantidad de compuestos antioxidantes potencializan la accion
antibacterial, ademas las mieles de color mas intenso contienen una cantidad
mayor de carotenos y flavonoides, los cuales tienen propiedades antibacteriales y
sumado a esto la presencia de fenoles contribuye a la actividad antimicrobiana de
la miel. Esta caracteristica del color la encontramos en la miel de la Apis mellifera
(Gréfica 8), por los estudios de los autores mencionados, se sugiere que, en las
concentraciones muy altas de bacterias, la miel pura de ambas especies fue
superior que los resultados obtenidos en las diluciones; presuntamente debido
también por la mayor cantidad de compuestos antioxidantes. Descartamos que se
deba al pH, ya que este no es disminuido por la adicién del diluyente, por el

contrario, se incrementa.

Miel T. angustula Miel A. mellifera

Grafica 8. Color de las mieles

En cuanto a los resultados del antibidtico, la media de la inhibicién para la
concentracion de 1x10# estuvo muy cerca de la obtenida por la miel al 20%, pero
la diferencia radica en que la dilucion al 20% se encontraba ante una
concentracion bacteriana de 1x10%2, la cual era mayor que la del control, sin
embargo, el Staphylococcus aureus coagulasa positivo, mostré resistencia con
ambas presentaciones. En la Tabla 3 se detallan los resultados de las
concentraciones minimas inhibitorias de la miel de la Tetragonisca angustula pura,

diluida al 50 y 20% (v/v). En la Figura 3 se tiene que las concentraciones de
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Staphylococcus aureus coagulasa positivo de 1x10! a 1x10“% UFC fueron
sensibles a la miel pura de la Tetragonisca angustula, medianamente sensibles en
las concentraciones 1x102 y 1x10“ UFC ante la dilucién al 50%; pero ante la
dilucién al 20% de las concentraciones de 1x10! hasta 1x103 UFC fue resistente,
solo mostré6 mediana sensibilidad ante la concentracion de 1x10* UFC de dicha
dilucion (Tabla 3 y Figura 3) (Grafica 9 y 10).

Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias de la miel de la abeja Tetragonisca
angustula en su estado puro, diluido al 50 y 20% y de la oxitetraciclina 10%

(control+). Datos expresados como media + error estandar de la media.

Miel diluida al Miel diluida Oxitetraciclina

Ml [pUlE 50% al 20% al 10%
107 17.2+ 080 165+ 0.8° 11+ 0.4% 6.5+ 0.209
102 187+04%  155+02  11.2+0.2% 7.5+ 0.299
10° 18.7 +0.8% 18 + 0.7 12.7 + 1 9.5 + 0.29¢0
10+ 20.5 + 1.12 18 + 0.4% 16.2+04>  10.25 + 0.25%

"a,b.c.d Medias con sobrescritos diferentes son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Gréfica 9. Halos de inhibicion Gréfica 10. Halos de inhibicién 10
2 UFC Mieles diluidas al 50% 102 UFC Mieles diluidas al 20%
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Estos resultados sugieren que la miel de la abeja Tetragonisca angustula logré
inhibir el crecimiento de la bacteria gracias a su alto contenido de humedad,
superior al de la abeja Apis mellifera, segun Nates en el afio 1996 establece que la
miel de esta especie tiene un contenido de humedad del 25% y un pH mas é&cido
que el pH de la miel de la abeja Apis mellifera, pero no fue suficiente para inhibir
las altas concentraciones al 20% de su dilucion, sin embargo comparada con los
resultados del antibiético control de las concentraciones 10y 1073, fue superior su
actividad aun cuando el Staphylococcus aureus presento resistencia, el halo de la
dilucién al 20% de la miel de esta especie fue mayor a la del control ya que estaba

enfrentada a la méaxima concentracion 1x101 UFC.

Igualmente se puede observar que la miel pura de la Apis mellifera fue eficaz para
las concentraciones bacterianas altas como lo fueron 1x10! hasta 1x10%, se
sugiere que esto se deba a su osmolaridad alta, a diferencia de la miel pura de la
Tetragonisca angustula la cual demostré6 mayor inhibicion ante las
concentraciones 102y 103 que la presentada por la miel de la Apis mellifera en su
estado puro. Se sugiere que este efecto se puede dar, como consecuencia de que
la miel de abejas del género Apis tiene propiedades antibacteriales en su estado
puro gracias a su osmolaridad alta, y la miel de la Tetragonisca angustula en las
concentraciones bacteriales altas, actda principalmente gracias a la produccion de
peréxido de hidrogeno en su estado puro que se encuentra mas diluido que en el
de la Apis, y en un segundo plano se esperaria que la osmolaridad también

refuerce su actividad inhibitoria.

En las concentraciones bacteriales de 1x10° y de 1x10¢ no se produjo crecimiento
bacteriano por lo cual no se obtuvieron resultados inhibitorios, conservandose la
miel y los controles intactos dentro de los pozos, sin presencia de colonias
contaminantes. Se sugiere que la bacteria no alcanz6 un crecimiento exponencial
en el tiempo estimado. Sin embargo, en un ensayo realizado posteriormente,
basado en la misma metodologia se repitieron los cultivos de estas dos
concentraciones. En la Tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de la
segunda prueba realizada a las concentraciones de 1x10°y 1x10% UFC de la miel
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pura, diluida al 50 y al 20% de las dos clases de mieles, que se realizaron después

de no haberse obtenido los resultados esperados.

21
£
= 17,5 B miel
_g — pura
5z 4 L —
< L—
£
o 105
< Dal 50%
o
S 7
<
3,5
0 Dal 20%
10-1 10-2 10-3 10-4
. . Bcontrol
concentraciones bacteriales deStaphylococcus aureus +)

Figura 3. Inhibicion del crecimiento bacterial presentado por la miel de la abeja
Tetragonisca angustula pura, diluida al 50 y 20% vy la oxitetraciclina al 10%.

Tabla 4. Concentracion minima inhibitoria de la miel de la Apis mellifera y la miel
de la Tetragonisca angustula, puras, diluidas al 50 y 20% en las concentraciones
de 1x10°y 1x10°® UFC

10° UFC 10°UFC
Apis T. Apis T.
mellifera angustula mellifera  angustula
Miel pura 17 mm 17 mm 20 mm 18 mm
Miel al 50% 20 mm 18 mm 20 mm 18 mm

Miel al 20% 20 mm 20 mm 20 mm 20 mm
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En las Figuras 4 y 5 se observa que el Staphylococcus aureus coagulasa positivo
en concentraciones 10° UFC y 10® UFC es sensible a las mieles, tanto de la Apis
mellifera como a la de Tetragonisca angustula y comprueba que los halos de
mayor didmetro de inhibicion, corresponden a las mieles diluidas al 50 y 20% de

ambas clases de mieles respectivamente.

21

17,5

14

10,5

halos de inhibicion (mm)

3,5

A. mellifera T. angustula
Omiel pura Dal 50% Dal 20%
Figura 4. Inhibicién del crecimiento bacterial presentado por la miel de la abeja

Tetragonisca angustula y la miel de la Apis mellifera puras, diluidas al 50 y
20% ante la concentracion bacterial de 1x10°

halos de inhibicion (mm)

A. mellifera T. angustula

Omiel pura Dal 50% Dal 20%

Figura 5. Inhibiciéon del crecimiento bacterial presentado por la miel de la abeja
Tetragonisca angustula y la miel de la Apis mellifera, puras, diluidas al 50 y
20% ante la concentracion bacterial de 1x10
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El diametro de los halos de la Tetragonisca angustula fue aumentando, sin
embargo, ante las menores concentraciones bacteriales a medida que la miel era
mas diluida, a diferencia de las mieles de la Apis mellifera, las cuales mantuvieron
los didmetros de los halos constantes a partir de la dilucién al 20% de la
concentracion de 1x10° y en todas las pruebas en concentracién 1x10. En estos
resultados podemos considerar que la miel de abejas tiene un poder inhibitorio
mas alto en las presentaciones diluidas que en las presentaciones puras, debido a
la mayor produccion de peroxido de hidrogeno y a la formacién de &cido glucénico
derivado de la reaccion de la glucosa con el agua, por la accién de la glocoxidasa.

Pruitt y Reiteir en el afio 1985, observaron y comunicaron que después de varios
estudios esta claro que el nivel de peréxido de hidrégeno en la miel es muy bajo,
pero que sigue siendo eficaz como agente antimicrobiano y es mas eficaz cuando
es provisto por la accion continua de la glucoxidasa a diferencia de la presentacion
aislada usado en los tratamientos clinicos. Efem en 1988, recomendé la aplicacion
de miel en el tratamiento de ulceras, lesiones herpéticas, grietas y llagas; después
del ensayo con 50 pacientes que presentaban ulceraciones de piel, todos fueron
tratados con miel de abejas de los cuales el 70% sano completamente, el 22%
sanaron parcialmente y un 8% no mostré mejoria alguna. Refiere el autor que,
debido a sus multiples propiedades como la hiperosmolaridad, la produccién de
peréxido de hidrogeno y pH é&cido, la hacen un agente antimicrobiano natural de
origen animal. Molan en el afio 1992 explica que la actividad antibacteriana de la
miel natural, es debido a las enzimas como la glucoxidasa, que es adicionada a la
miel por las abejas y que regula la cantidad de peroxido de hidrogeno, cuyo efecto

es reconocido como antibacteriano.

Weston en al afio 2000 después de sus ensayos basados en las diferentes
cantidades de catalasa en la miel hace referencia que la principal actividad
antibacteriana se debe a la produccion de peroxido de hidrogeno, y que pueden
haber compuestos fitoquimicos que colaboren con esta, pero no son especificos

para todas las clases de mieles.
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En el aflo 2003 Williams y Maureen, refieren que después de realizar estudios
para determinar las cualidades antibacteriales de la miel de abejas en tratamientos
impartidos a pacientes con heridas por quemadura, establece que un nimero de
caracteristicas inherentes a la miel pudieron contribuir a su capacidad de luchar
contra dichas infecciones y de promover la curacion y cicatrizacion, aclara que un
alto contenido de los azlcares permite que la infeccion y el liquido exudado por las
heridas disminuyan por un proceso llamado ésmosis, a la vez la miel previene el
crecimiento bacteriano con su pH acido y por una enzima del grupo de las
oxidasas, que induce a la producciéon de pequefias cantidades de peréxido de
hidrogeno, concluye que un nimero considerable de estudios, han confirmado los
efectos antibacterianos de la miel en ensayos de prueba, sin embargo hay que
tener en cuenta que asi como hay diversas mieles también hay diversos niveles de

la actividad contra bacterias especificas.

Bangroo et al., en el ailo 2005 compararon en un estudio con pacientes del
pabellon de quemados del area de pediatria, la eficacia de la miel y la sulfadiazina
de plata; los mejores resultados obtenidos fueron en los que se utilizé la miel de
abejas, refiriendo que esta actividad antibacteriana se debida a los inhibidores
presentes en miel, principalmente el perdxido de hidrogeno. Lo que esta acorde
con los resultados obtenidos en otros estudios publicados, que concuerdan en que
la accion inhibitoria del crecimiento microbiano de las mieles, se debe a la
presencia de peréxido de hidrogeno en las mieles diluidas (Allen y Molan, 2002;
Bose, 1982; Cabrera et al., 2002; Cooper y Molan, 1999; Efem, 1988; Molan,
1992; Ortiz, 1990; Salazar, 2001; Weston, 2000). Como se aprecia en la Tabla 5y
la Figura 6, la miel de la Tetragonisca angustula tiene un pH mas acido que el de
la miel de la Apis mellifera, lo cual sugiere que su pH acido favorecié al efecto
inhibitorio en concentraciones bacteriales superiores a 1x103, lo cual concuerda
con estudios de otros autores los cuales se basan en que la acidez de la miel es
inapropiada para que se desarrollen las bacterias debido a la desactivacion de las

enzimas bacterianas por causa de ésta.
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Tabla 5. Comparacion de los resultados del pH presentado por Miel de la abeja

Apis mellifera y la miel de la abeja Tetragonisca angustula en estado puro y diluido

al 50 y 20%.
Miel Apis mellifera Tetragonisca angustula
Pura pH 4.0 pH 3.5
Diluida al 50% pH 4.5 pH 4.0
Diluida al 20% pH 5.0 pH 4.5

Nates, (1996) sostiene que las mieles de los meliponios tienen una actividad
antibacteriana que va desde 2.50 (mediana) hasta 4.94 (méaxima) en una escala
de cinco, menor que la presentada por la miel de la Apis mellifera, lo que esta
acorde con los resultados inhibitorios de la miel de la Tetragonisca angustula
presentados en este ensayo ya que en las concentraciones inferiores a 1x1072 ni el
peroxido de hidrégeno, ni la osmolaridad, ni la acidez, lograron producir un efecto

significativo ante un nimero tan elevado de colonias.
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Figura 6. Grafica comparativa de los resultados del pH presentado por Miel
de la abeja Apis mellifera y la miel de la abeja Tetragonisca angustula en
estado puro, diluido al 50 y 20%.

Cisneros et al., (1997) en sus estudios sostiene que es el cambio brusco en el pH
lo que produce una alteracion en la concentraciones de protones y por ende la
alteracion de las estructuras de la enzima bacteriana, inactivando sus propiedades
cataliticas, lo cual si se observé en nuestro ensayo en las concentraciones de 10

y 10 ante las diluciones de ambas mieles al 50 y 20%; este pH también se vio
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involucrado en la actividad antibacterial gracias a la formacion de &cido glucénico
resultante de la accion de la glucoxidasa, es decir que a medida que se diluia la
miel, la glucoxidasa reaccionaba con la glucosa, obteniéndose de esta reaccion:

peroxido de hidrogeno y &cido gluconico (Tabla 5 y Figura 6).
CONCLUSIONES

Se comprobd durante este estudio que la miel de la abeja Apis mellifera y de la
Tetragonisca angustula, puras y diluidas al 50 y 20%, poseen propiedades
antibacteriales que las hacen efectivas para detener el crecimiento de las colonias
del Staphylococcus aureus coagulasa positivo, en un ensayo in vitro y que las
concentraciones minimas inhibitorias de la miel dependen de la concentraciéon

bacteriana y del estado puro o diluido de las mismas mieles.

Los compuestos de la miel y sus caracteristicas como la acidez y la
hiperosmolaridad, hacen de esta sustancia una alternativa para inhibir el
crecimiento bacterial, como en este caso el del Staphylococcus aureus coagulasa
positivo, por lo que se podria considerar a la miel como un agente antimicrobiano

natural de origen animal.

La miel de la Tetragonisca angustula que se encuentra mas diluida que la miel de
la abeja comun es una buena alternativa antimicrobiana por la mayor produccién
de peroxido de hidrogeno y mayor acidez; comparada con la miel de Apis

mellifera.

Es fundamental tener en cuenta que las propiedades antibacteriales de la miel
difieren debido a los mudltiples tipos de néctar que existen, de la poblacion de
abejas en el momento de la recolecta, de la secrecion de glucoxidasa por parte de
las abejas pecoreadoras, y fundamentalmente que la miel de estudio, debe ser
miel cruda, es decir sin sufrir ningun tipo de tratamiento con calor, debido a la
destruccién de enzimas por la accion de este. Es recomendable en casos de que
se requiera una muestra estéril de cualquier microorganismo, hacerlo por el
meétodo de irradiacion, el cual no desnaturaliza los compuestos presentes en la

miel.
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Con una poblacién bacteriana estimada en los procesos infecciosos, a partir de
1x10® UFC se sugeriria hacer un ensayo in vivo para comprarlo con los resultados

in vitro obtenidos en el presente trabajo.

Teniendo en cuenta la conclusion de los resultados, se podria recomendar que
para proximos estudios de esta indole, es necesario establecer antes, la presencia
y cantidad de las enzimas catalasa y glucoxidasa en la miel sometida a estudio;

ademas de obtener el porcentaje de humedad especifico para la misma.
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