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1. INTRODUCCION
La miel es la sustancia natural dulce producida por diferentes subespecies de abejas,
a partir del néctar de las flores y de otras secreciones extra florales que las abejas
extraen, transportan, transforman, combinan con otras sustancias, deshidratan,
concentran y almacenan en panales [1].
En Puebla, en la Sierra Norte y en el Totonacapan, se mantiene y fortalece en la
actualidad el cultivo de Scaptotrigona mexicana en ollas de barro. La Organizacién de
Cooperativas Indigenas Tosepan Titataniske logré la declaraciéon del municipio de
Cuetzalan del Progreso como Santuario de las Abejas Pisilnekmej (Scaptotrigona
mexicana), asi como la de Baluarte de la miel virgen ante la organizacion Slow Food
[2].
Hoy en dia se sabe que la miel tiene efectos terapéuticos contra diversas
enfermedades, también se le atribuye un efecto antibacteriano, este efecto se debe
principalmente a las inhibinas. Estas consisten en peréxido de hidrégeno, flavonoides
y é&cidos fendlicos, ademas de otras sustancias sin identificar, aunque otros
investigadores atribuyen la capacidad antibacteriana de la miel a la combinacion de
propiedades tales como su alta osmolaridad y bajo pH [1].
La miel es una excelente opcion para tratar algunas enfermedades bacterianas y
fungicas por su efecto antimicrobiano, previniendo algunas enfermedades,
cicatrizando heridas y por ende evitando infecciones, entre otros efectos terapéuticos.
La miel natural puede ser un buen sustituyente de algunos antibiéticos y asi poder

evitar la resistencia bacteriana.



Por las razones previamente mencionadas, este proyecto tiene como meta primordial
determinar la actividad antimicrobiana de mieles recolectadas en distintos
meliponarios elaborada por la abeja Scaptotrigona mexicana en Cuetzalan, Puebla.
Utilizando diversas bacterias como modelos ya que son agentes etiolégicos de

diferentes enfermedades.

2. ANTECEDENTES
2.1 MORFOLOGIA DE LAS ABEJAS Y ORGANIZACION DE LAS COLONIAS
Las caracteristicas mas notables de una abeja son: un cuerpo robusto, pelos
plumosos, dos pares de alas (Figura 1), partes bucales succionadoras, disefiadas para
recolectar el néctar de las flores y estructuras especializadas para el acarreo de polen
[3].
Actualmente se piensa que las abejas son insectos que viven en colonias (abejas
sociales); sin embargo, en realidad el 95% de las abejas viven solas (abejas solitarias)
y s6lo el 5% son sociales. Las hembras de las abejas solitarias construyen sus propios
nidos sin la cooperacion de otras hembras. Sus nidos son normalmente pequefios,
con pocas celdas para cria y no almacenan miel. Cada madre realiza todas las
actividades relacionadas con su nido: construccion y mantenimiento, poner huevos y
proveer alimento a la cria. La vida de ella 'y del nido es corta, dura de semanas a pocos
meses [2].
Entre las abejas sociales destacan dos grupos: las que son primitivamente sociales
(como los abejorros) y las altamente sociales, como las abejas meliferas (género Apis)
y las abejas sin aguijén. Sélo este ultimo grupo (las que son altamente sociales) forma

colonias permanentes (Figura 1) en donde almacenan miel y polen en grandes



cantidades. En sus colonias podemos encontrar grupos de individuos que cumplen
una funcion especializada (y a cada grupo se le ha llamado “casta”) como la reina,
muchas hembras trabajadoras (obreras) y unos pocos machos o zanganos [3].

La reina y las obreras dependen unas de las otras: la reina no sobrevive sin que las
obreras la alimenten y las obreras no pueden formar por si mismas una colonia viable
sin el trabajo de la reina debido a que ellas no se pueden aparear y, por lo tanto, no
pueden producir cria obrera [2], [4].

Casi todas las abejas son vegetarianas, consumen polen y néctar de las plantas.
Ademas de ser una fuente importante de proteinas, el polen contiene carbohidratos,
enzimas, vitaminas y minerales. Como este alimento es muy importante para las
abejas, ellas han desarrollado diferentes adaptaciones fisicas para recolectarlo. El
néctar es la principal fuente de carbohidratos, es decir, de energia, en la dieta de las
abejas. En su estbmago, las abejas sociales transforman el néctar en miel la cual
almacenan en las celdas o potes dentro del nido. Las abejas emplean la miel
almacenada cuando hay escasez de alimentos, es decir, en la temporada de poca
floraciéon [4].Todas las abejas necesitan agua, en especial las que viven en colonias
(abejas sociales). El agua se emplea como alimento y para regular la temperatura de
la colmena [2], [5].

Todas las abejas tienen pelos plumosos, algunas especies tienen mas y otras
presentan menos, de manera que casi no se ven. Al visitar una flor, el polen se queda
pegado en estos pelos, lo que facilita a las abejas la recoleccion del polen [2].

Aparte de los pelos existen otras estructuras especificas para la recoleccion del polen:

la escopa y la corbicula. La escopa consiste en una zona velluda ubicada en las patas



posteriores o en la parte ventral del abdomen. La corbicula o canasta de polen es una
concavidad pulida en la pata posterior, rodeada de pelos [2].

La escopa y la corbicula tienen la misma funcién, pero esta Ultima es mas
especializada y solo algunos grupos de abejas la han desarrollado, como las abejas
meliferas, los abejorros, las abejas de las orquideas y las abejas sin aguijon. Algunas
especies, que carecen de escopa o corbicula, transportan polen en el buche melario

gue es el estbmago de las abejas [2].

Figura 1. Abejas Scaptotrigona mexicana en la colmena (M. en C. Jorge Jimenez).



2.2 ABEJAS SIN AGUIJON

Las abejas sin aguijon son llamadas meliponinos o meliponini. En el continente
americano, las abejas sin aguijon se distribuyen desde México hasta Argentina. En
este continente existe la mayor diversidad de meliponinos, con méas de 400 especies
descritas, mientras que en la regidn indo-australiana se reportan cerca de 90 especies
y en Africa casi 30 especies [2], [6].

En América (y por lo tanto en México) las Unicas abejas sociales nativas que nos
pueden proporcionar miel son las abejas sin aguijon. La abeja melifera y su variedad
africana, de las cuales generalmente tomamos su miel, son originarias de Europa,
Africa y Asia, y fueron introducidas al continente americano [2].

Las abejas sin aguijon viven en colonias que varian desde algunos centenares de
individuos hasta mas de 100,000 obreras dependiendo de la especie [4]. Estas
colonias, son altamente sociales. Esto significa que viven en colonias permanentes y
tienen tres grupos de individuos (reinas, obreras y machos) bien diferenciados, tanto
morfol6égicamente como en cuanto a su comportamiento y tareas [2], [4].

Las abejas sin aguijon tienen una reina fecundada y tienen varias reinas virgenes. El
namero de éstas varia de especie a especie. Especialmente la reina fecundada es
mas grande que el resto de los individuos, lo que se nota principalmente en su
abdomen voluminoso. Ella es la Unica abeja en la colonia que puede poner huevos
fertilizados, los cuales dan origen a hembras (obreras) y huevos no fertilizados que
dan origen a machos (zanganos). Para que un huevo se convierta en una abeja reina,
las larvas de las abejas sin aguijén reciben una cantidad mayor de alimento en
comparacion con las larvas que se conviertan en obreras o zangano [7]. En ocasiones,

también las obreras pueden poner huevos, pero de éstos sélo saldran zanganos
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debido a que una obrera no se aparea con un macho, asi que estos huevos no seran
fertilizados [2].

Las obreras son las encargadas del mantenimiento de la colonia y tienen tareas como:
forrajeo, limpieza, defensa del nido y alimentacion de las larvas. Los zanganos tienen
la funcidén principal de aparearse con las reinas para formar otras colonias, en
ocasiones también ayudan en la termo regulaciéon de la colmena [2], [8].

La formacion de nidos sirve a las abejas sin aguijon para albergar a su cria, para
protegerse de los enemigos y del clima (lluvia, viento, calor y frio) y para almacenar el
alimento que recogen de las plantas [2].

El nido esta constituido por las siguientes partes: la entrada (con o sin piquera). El
batumen que es una capa de material endurecida, negra o parda, que rodea el nido
sirve para sellar grietas, delimitar y fijar el nido en la cavidad del arbol y ayuda a
mantener estable la temperatura dentro del nido. El involucro que esta constituido por
una serie de ldminas que envuelven a la cdmara de cria. Su funcion principal es
proteger a la cria y a la reina de enemigos, de cambios de temperatura y humedad.
Los panales de cria que estan dispuestos uno sobre otro y separados por pequefios
pilares para que las abejas se desplacen entre ellos. Las celdas son utilizadas una
sola vez, cuando la nueva abeja emerge, la celda es destruida y el material es
reciclado dentro de la colmena y los potes o cantaros en donde se almacenan la miel

y el polen [2].



2.3 SCAPTOTRIGONA MEXICANA EN CUETZALAN, PUEBLA Y SU CULTIVO

La abeja Scaptotrigona mexicana es una abeja sin aguijon que huele a coco y tiene
un tamafo de 5.0 - 5.3 mm, es una abeja totalmente negra, a veces con alas
anaranjadas. En cuanto a su conducta puede llegar a ser agresiva para defenderse y
defender el nido mordiendo y enredandose en el cabello. Tiene un olor particular que
atrae a mas individuos en tiempos de defensa. Son abejas resistentes, con un nimero
mayor de individuos en las colmenas en comparacion con otras especies [2].

En Puebla, en la Sierra Norte y en el Totonacapan, se mantiene y fortalece en la
actualidad el cultivo de Scaptotrigona mexicana en ollas de barro (Figura 2). La
Organizacion de Cooperativas Indigenas Tosepan Titataniske logro la declaracion del
municipio de Cuetzalan del Progreso como Santuario de las Abejas Pisilnekmej
(Scaptotrigona mexicana), asi como la de Baluarte de la miel virgen ante la
organizacion Slow Food [2].

Hasta ahora, el cultivo de abejas sin aguijon en ollas es conocido principalmente para
la abeja Scaptotrigona mexicana en la Sierra Norte de Puebla, la cual se trabaja

actualmente con dos ollas de barro unidas por la boca llamadas mancuernas [2].

Figura 2. Cultivo de abejas Scaptotrigona mexicana en ollas de barro (M. en C.
Jorge Jimenez).



2.4 IMPORTANCIA DE LAS ABEJAS SIN AGUIJON
El beneficio mas importante que proporcionan es la polinizacion. La polinizacion es
importante porque a través de ella se reproducen muchas plantas. La polinizacion es
la transferencia de polen de la antera (parte masculina de flor) al estigma (parte
femenina), ya sea de la misma flor o de flores de la misma especie. Con esta
transferencia de polen ocurre la fertilizacion de la planta, posteriormente sigue la
formacién de semillas y frutos que dan a su vez nuevas plantas o son alimento para
nosotros los humanos y otros animales. Con la polinizacién se benefician mutuamente
la planta y la abeja. La planta logra su reproduccion y las abejas son recompensadas
con néctar y polen [3]. En general, el viento y las abejas son los polinizadores més
importantes y en menor porcentaje las mariposas, los colibries y los murciélagos. Un
tercio de los alimentos consumidos por los humanos dependen de la polinizacion
animal, pues polinizan muchos cultivos agricolas [9]. Por lo tanto, si no tuviéramos
abejas nuestra cantidad y diversidad de alimentos se veria muy reducida. Las abejas
estan estrechamente relacionadas con la seguridad alimentaria de la especie humana
y con el equilibrio ecoldgico, y a través de la polinizacion garantizan la diversidad de
plantas necesaria para la existencia del conjunto de animales [3], [9]-[12].
Las abejas sin aguijon son importantes por las siguientes razones [2]:
1. Son las abejas nativas mas comunes [4].
2. Debido a la gran gama de su tamafo, que va de 1.8 a 13.5 mm y la capacidad
de polinizar por vibracion de algunas de las especies (conocida como
polinizacién tipo buzz, por el sonido que se produce), las abejas sin aguijén

logran polinizar una mayor diversidad de flores, ya que en los trépicos existen



flores de diferentes tamafos y formas, asi como flores que necesitan la
polinizacién por vibracion [5], [6].

3. Las abejas sin aguijon son importantes polinizadoras tanto de la flora silvestre
como de diferentes cultivo [2].

4. Tienen una alta capacidad de reclutamiento de individuos de la colmena para
el pecoreo [13], ademas de la constancia en la visita de las flores [14], lo que
permite una polinizacion eficiente de plantas cuyo periodo de floracién es breve,
como por ejemplo de la planta del café [15].

Como no tienen aguijon, algunas especies de estas abejas se prestan para la
polinizacién en invernaderos [16].

2.5 LA MIEL Y SU COMPOSICION

La miel (Figura 3) es definida como una sustancia natural dulce, producida por las
abejas que recogen y procesan el néctar de las flores o de las secreciones de ciertas
especies de plantas y que transforman y combinan esta sustancia con otras
especificas propias que finalmente almacenan y maduran en panales [17].

La composicién de la miel depende de los tipos de flores visitadas por las abejas. El
color, sabor y la constitucién de la miel puede variar segun las condiciones geograficas
en las cuales se produjo esta, la variedad de las abejas que la produjo y el tipo de
flores que han proporcionado el néctar, es por eso por lo que podemos observar
mieles con color desde blanco transparente, hasta ambar oscuro [2].

En general, los principales componentes de las mieles de abejas son: agua, diferentes
azucares (principalmente glucosa, fructosa y sacarosa), minerales, sustancias

nitrogenadas, enzimas, fitonutrientes, vitaminas, entre otras sustancias [2].



El rango de oscilacion natural de sus mas de 180 componentes de la miel hace
imposible definir unos valores exactos de composicion. El contenido en agua es del
17-20%, la proporcion de hidratos de carbono del 75-80%, de proteinas del 0.3% y el
contenido de sales de potasio, es del 0.2%. Entre los 20 hidratos de carbono diferentes
de facil absorcién que contiene predomina la fructosa con un 38%. La proporcion de
glucosa alcanza el 31%, seguida de maltosa y sacarosa [18], [19]. Su contenido en
vitaminas es muy bajo. Entre los minerales resulta llamativo la alta proporcién de
cromo, con 290 ug/kg. El contenido en polen es del 0.5%. Su elevado contenido en
enzimas es importante desde el punto de vista fisioldgico y nutricional asi como el de
inhibinas ya que estas tienen efecto antimicrobiano [20].

El poder antibacteriano de la miel se debe principalmente a que esta contiene
inhibinas. Estas inhibinas consisten en perdxido de hidrégeno, flavonoides y acidos
fendlicos, ademas de otras sustancias sin identificar, aunque otros investigadores
atribuyen la capacidad antibacteriana de miel a la combinacion de propiedades
tales como su alta osmolaridad y bajo pH [1].

También las enzimas tienen un papel importante ya que se consideran un requisito
indispensable para que la miel posea efecto bactericida. Ademas de la amilasa y la
sacarasa, sobre todo a la glucosidasa, se le atribuye una gran importancia. Esta
enzima es capaz de descomponer la glucosa en acido glucurdnico y peroxido de

hidrogeno el cual es un bactericida [20].
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Figura 3. Miel de la abeja Scaptotrigona mexicana (M. en C. Jorge Jimenez).

2.6 HISTORIA DE LA MIEL

Los beneficios de la miel se conocen desde hace miles de afios y ha sido utilizada en
la antigliedad por su valor nutritivo y medicinal. Las primeras evidencias del consumo
de la miel aparecen en pinturas rupestres del Mesolitico, unos 6000 afios a.C. y su
uso como medicamento unos 2500 afios a.C. por los sumerios en Mesopotamia. Entre
los usos médicos, desde la antigiiedad la miel ha servido en el cuidado de heridas.
Los antiguos egipcios, los asirios, los chinos, los griegos y los romanos utilizaban la
miel para tratar heridas y enfermedades del intestino [1]. En los papiros de Eberts y
Smith, que datan de 1500 a.C. ya se aconsejaba tratar con miel las heridas.
Hipocrates, en su obra "Consideraciones sobre el tratamiento de las heridas",
recomienda curarlas con miel [17], [21]-[24]. En la Grecia antigua, Aristoteles
afirmaba que la miel podria aplicarse como un ungtiento para las heridas y el dolor

de ojos [1].
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Dioscorides alrededor del afio 50 d.C. recomendaba a la miel para el tratamiento de
guemaduras del sol, manchas en la cara y las heridas infectadas [1].

Después de haber cumplido un papel importante en la tradicion médica de muchos
pueblos, la miel fue "redescubierta” por la medicina moderna debido a sus importantes
propiedades bactericidas en heridas infectadas con bacterias resistentes a los
antibioticos [25], [26]. Desde entonces, numerosos estudios han centrado su interés
en demostrar que las propiedades biolégicas y fisicas de la miel le confieren una gran
eficacia en el tratamiento de heridas de diversas etiologias [21], [24] y que Su uso
ofrece un tratamiento natural alternativo en la poblacién mundial que reducen el costo
de los tratamientos modernos [17], [27], [28].

2.7 EFECTOS TERAPEUTICOS DE LA MIEL

La miel presenta un conjunto de propiedades que contribuyen significativamente en el
proceso de cicatrizacion de heridas. Muestra un efecto antibacteriano en heridas
susceptibles a infecciones o infectadas, actividad antioxidante que reduce la alta
concentracion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas
en la etapa inflamatoria, actividad antiinflamatoria, reduce rapidamente el dolor,
edema y exudado de las heridas, eliminacion del tejido muerto, dafiado o infectado
para mejorar el tejido restante, estimula la contraccion de la herida favoreciendo el
cierre de la misma y muestra propiedades cicatrizantes que reducen al minimo su
apariencia [17], [29]-[33].

En quemaduras, sus propiedades antibacterianas hacen que sea un agente natural
adecuado para facilitar el control microbiano de heridas infectadas. Para ello, cuenta

con un conjunto de factores que afectan directamente a los microorganismos
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patogenos. [34]-[36]. Estos factores comprenden la accidn del peroxido de hidrégeno,
la alta osmolaridad, la acidez y factores no basados en peroxido, tales como el péptido
antimicrobiano de abeja defensina-1[8] y compuestos fendlicos, tales como
flavonoides [17], [37].

Las acciones antimicrobianas indirectas incluyen aumento en la producciéon de
linfocitos, anticuerpos, citoquinas y el fortalecimiento del propio sistema inmunolégico
[21], [38]-[40]. Actualmente, pocos antibioticos son eficaces frente a bacterias
multiresistentes. Asi, varios estudios han combinado la miel con farmacos
antimicrobianos comerciales [41], [42]. Estas combinaciones son ventajosas Yy
comunmente utilizadas en tratamientos, principalmente porque proporcionan un
amplio espectro de actividad debido, fundamentalmente por retrasar/suprimir la
aparicion de una poblacion microbiana resistente a farmacos [17], [43], [44].

La actividad antioxidante intrinseca de la miel, incluyen la inactivacion y la supresion
de ROS por los fagocitos en los tejidos inflamados y disminucion del estrés oxidativo
mediante el control de los radicales libres que se forman en la quemadura de la herida.
La supresion de ROS, inhibe a los fibroblastos y conduce a la cicatrizacién. Segun
Tonks [45], la miel al contener perdxido de hidrogeno demostrd ser inhibidora de la
produccion de ROS [17].

Numerosos estudios han demostrado que las mieles mas oscuras tienen mayor poder
antioxidante por ser mas ricas en compuestos fendlicos como flavonoides. Es
conocido que los compuestos fendlicos contribuyen significativamente a la capacidad
antioxidante de la miel, pero no son los Unicos responsables de esta propiedad. Otros
compuestos asociados a la actividad antioxidante de la miel son el &cido ascorbico,

vitaminas del complejo B, tocoferoles, catalasa, superoxido dismutasa, glutation
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reductasa, péptidos, aminoacidos y selenio [46]-[52]. Por lo tanto, la capacidad
antioxidante de la miel es probablemente el resultado de las interacciones sinérgicas
entre los distintos componentes que tiene [17].

Las evidencias sostienen que la miel tiene un efecto favorable sobre la regeneracion
de heridas, contribuyendo de manera significativa en el proceso de cicatrizaciéon no
solo a través de su propiedad antioxidante, sino que también, a través de su capacidad
antiinflamatoria [17], [23].

La cicatrizacion de heridas es un proceso de regeneracion de tejidos que incluye la
inflamacion como un primer paso. A veces, estos procesos de curacion son inhibidos
por terapias con farmacos que lo retrasan, en consecuencia, se podrian utilizar nuevos
agentes antiinflamatorios que no afecten estos procesos. Por otro lado, aunque la
inflamacion es parte del proceso normal de la cicatrizacidn, puede hacer inconfortable
la herida y de dificil manejo y, si se prolonga en el tiempo, puede evitar que el tejido
de reparacién de la herida continte los procesos de curacién [53].

Un producto natural como la miel es una buena alternativa para este fin, ya que no
produce los efectos secundarios de algunos farmacos y propicia la cicatrizaciéon [54].
Un buen nimero de ensayos clinicos apoyan esta propiedad de la miel, informando la
reduccion de los sintomas de la inflamacion después de la aplicacion topica de la miel
en las heridas, con disminucién del edema y exudado [17], [23], [32], [55], [56].

2.8 PROBLEMATICA DE BACTERIAS RESISTENTES

Las infecciones causadas por organismos resistentes a los antibidticos (ORAS)
podrian llegar a ser consideradas como una infeccion emergente, debido a que su

tratamiento es cada vez mas limitado con el potencial de afectar a todas las personas
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en el mundo, tanto en paises con mayores recursos economicos como en aquellos en
vias de desarrollo [57].

El uso de antibioticos en la atencion en salud es reciente en la historia de la
humanidad con el descubrimiento de la penicilina en 1928, seguido por el uso extenso
durante la Segunda Guerra Mundial. Poco después, la bacteria del género
Staphylococcus desarroll6 resistencia a la penicilina lo que inicié el surgimiento de
resistencia cuya tendencia se aceler6 en las décadas subsiguientes. En estos dias es
comun encontrar aislamientos bacterianos tanto en el entorno clinico como en el
ambiente con diferentes niveles de resistencia tales como los multidrogorresistentes
(MDR; resistente a 2 o mas antibibticos), extremadamente resistentes (XDR;
resistente a 3 0 mas antibidticos), y aislamientos panresistentes, los cuales son
literalmente intratables con los regimenes farmacoldgicos actuales, incluyendo
terapias combinadas. La estrategia ha sido continuar la busqueda de nuevos
antibiéticos naturales asi como desarrollar modificaciones sintéticas de antibioticos
existentes para recuperar eficacia [57].

Se conoce que el entorno clinico constituye una fuente de resistencia a los antibiéticos,
debido al uso ampliamente extendido de medicamentos, que produce una presion
natural selectiva en las bacterias. La aparicion de resistencia a los antibioticos en los
paises en desarrollo es una preocupacién en todo el mundo, debido al uso no regulado
de antibitticos en hospitales y lugares de suministro de medicamentos (farmacias,
supermercados, y el mercado negro) de estos paises, que va de la mano con la
seleccion inadecuada de medicamentos, la dosificacion equivocada, y la mala
adherencia del paciente al tratamiento, o que representa una gran oportunidad para

el cultivo de bacterias resistentes [58].
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Los primeros datos publicados por la Organizacion Mundial de la Salud sobre la
vigilancia de la resistencia a los antibioticos indican que los niveles de resistencia a
algunas infecciones bacterianas graves son elevados tanto en los paises de ingresos
altos como en los de ingresos bajos [59].

El nuevo Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos de la
Organizacion, denominado GLASS por sus siglas en inglés, ha revelado la presencia
generalizada de resistencia a los antibiéticos en muestras de 500 000 personas de 22
paises en las que se sospechaban infecciones bacterianas [59].

Las bacterias resistentes mas frecuentes eran Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus pneumoniae, seguidas de
Salmonella spp. El sistema GLASS no incluye datos sobre las resistencias de
Mycobacterium tuberculosis (el bacilo que causa la tuberculosis), del que la OMS hace
un seguimiento desde 1994 y del que publica actualizaciones anuales en su Informe
Mundial sobre la Tuberculosis [59].

2.9 AGENTES ETIOLOGICOS DE GRAN INTERES

2.9.1 Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, anaerobio facultativo. Es una bacteria
que normalmente vive en los intestinos de las personas y los animales. Hay muchos
tipos diferentes de E. coli. La mayoria de la E. coli se encuentra de forma natural en
nuestros intestinos y desempefia un papel importante en ayudar a nuestro cuerpo a
digerir los alimentos. Sin embargo, algunos tipos de E. coli pueden provocar diarrea y

otras enfermedades cuando se ingieren [60].
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Las diferentes cepas de esta bacteria en humanos se clasifican por su patogenicidad
en categorias diferentes: enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC),
enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAggEC) y enteropatdogena (EPEC).
Las cepas del grupo EPEC son responsables de diarrea en nifios menores,
principalmente de paises en desarrollo [61].

2.9.1.1 Escherichia coli enteropatégena

Escherichia coli enteropatdgena es el agente causal de diarrea en nifios de dos afos,
que causa frecuentemente brotes epidémicos en lugares cerrados como guarderias y
hospitales. La enfermedad puede ser moderada a grave y se ha asociado a alta
mortalidad (10-40%), principalmente en los paises en vias de desarrollo. En el afio
2010 se notificaron 121.455 muertes por este patotipo [62]. El periodo de incubacion
es de 3 a 24 h y el cuadro diarreico puede tornarse persistente y acompafarse de
fiebre y vomito [63].

Las cepas de EPEC se dividen en tipicas y atipicas, por la presencia (tipicas) o
ausencia (atipicas) de un plasmido de virulencia llamado factor de adherencia de
EPEC (EAF: EPEC adherence factor) [64].

La caracterizacion de las cepas atipicas ha cobrado importancia debido a que su
aislamiento ha aumentado no s6lo en nifios asintomaticos sino también en nifios con
diarrea durante brotes epidémicos de diarrea [63].

2.9.2 Salmonella Typhimurium

La bacteria Salmonella Typhimurium es un bacilo Gram negativo de la familia
Enterobacteriaceae. La infeccion se adquiere mediante la ingestion de alimentos o

agua contaminados, la principal fuente de la infeccion son los portadores
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asintomaticos. El padecimiento tiene un periodo de incubacion de aproximadamente
10 dias. El cuadro clinico se caracteriza por fiebre, cefalea, malestar general, diarrea
0 constipacién, en ocasiones puede haber exantema, desorientacion y estado
toxiinfeccioso; el padecimiento puede complicarse con perforacion intestinal o choque
séptico que pueden llevar a la muerte [65].

En los ultimos afios, diversos estudios han reportado un aumento de la resistencia
antimicrobiana en cepas de Salmonella spp aisladas de alimentos de origen animal
[15]. La creciente resistencia antimicrobiana de Salmonella spp ha sido atribuida al
uso extenso de antibidticos, tanto en la terapéutica humana como animal [66]. En la
industria pecuaria en particular, los antibiéticos no solo son utilizados con fines
terapéuticos, sino que, ademas, se utilizan como promotores de crecimiento en dosis
terapéuticas sin efecto durante largos periodos [56], [67].

2.9.3 Staphylococcus aureus

La bacteria Staphylococcus aureus esta formada por cocos Gram positivos, con un
diametro de 0.5 a 1.5 pm, agrupados como células unicas, en pares, tétradas, cadenas
cortas o formando racimos de uvas. Son bacterias no méviles, no esporuladas, no
poseen capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una capsula de limo,
son anaerobias facultativas. La mayoria de los estafilococos producen catalasa que
es una enzima capaz de desdoblar el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre
[68].

Staphylococcus aureus es la principal especie patdgena de su género, causa comun
de infecciones diversas, tanto de origen comunitario como hospitalario. El interés

actual del estudio de este patdégeno deriva, bien de su elevada frecuencia, o por
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representar, en el caso de cepas resistentes a meticilina (aislados SARM), una de las
principales causas de brotes de infeccion nosocomial [69].

La variabilidad de S. aureus, la rapida respuesta adaptativa frente a cambios del
medio, y su continua adquisicion de determinantes de resistencia antibiotica, han
hecho de éste un residente habitual del habitat hospitalario, donde origina problemas
de multirresistencia, ocasionalmente importantes. Aunque el término resistencia a
meticilina incluye resistencia a derivados [3-lactamicos, las cepas SARM presentan,
en general, resistencia multiple a varios grupos de antibiéticos [69].

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano, hallandose en los portadores
sanos, especialmente en las fosas nasales, asi como en los pacientes infectados. La
colonizacion puede asentar sobre la mucosa nasal, orofaringe, epidermis integra,
Ulceras cronicas cutaneas, heridas en fase de cicatrizacion o en la uretra de
portadores de sonda [69].

S. aureus posee una gran capacidad para sobrevivir en ambientes desfavorables vy,
por la accion de sus determinantes de patogenicidad, acaba produciendo infeccion
[69].

La infeccion se produce, en general, en zonas con alteraciones previas de la barrera
mucocutanea debidas a heridas traumaticas, intervenciones quirlrgicas,
instrumentacién, drogadiccion parenteral, enfermedades dermatolédgicas, Ulceras
isquémicas, etc. A partir de esta fuente enddgena, S. aureus, que se comportaba hasta
entonces como comensal, rompe el delicado equilibrio que impedia su capacidad de
proliferacion y ocasiona una infeccion local o generalizada [69].

La bacteria S. aureus causa enfermedades por invasion directa de los tejidos y por

produccion de toxinas. Por invasion directa causa infecciones cutaneas, neumonia,
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endocarditis, osteomielitis, artritis séptica, etc. Por produccion de toxinas causa el
sindrome de shock toxico, sindrome de la piel escaldada y toxiinfeccion alimentaria.
2.9.4 Streptococcus mutans

Streptococcus mutans es un coco Gram positivo, en cadena, no movil, catalasa
negativo, productor rapido de acido lactico con capacidad de cambiar un medio de pH
7 a pH 4.2 en, aproximadamente, 24 horas [70], [71].

De las enfermedades infecciosas que afectan a los seres humanos, la caries dental
es la mas prevalente. Se describe la caries dental como un proceso dinamico de
desmineralizacion y remineralizacion, producto del metabolismo bacteriano sobre la
superficie dentaria, que con el tiempo puede producir una pérdida neta de minerales
y posiblemente, aunque no siempre, resultara en la presencia de una cavidad [70],
[72].

Las bacterias orales pertenecen a una comunidad compleja de numerosas especies
que participan en la formacién de la placa bacteriana (biofilm o biopelicula) con todas
sus funciones, interacciones y propiedades. Varios microorganismos se incluyen en la
patogénesis de la caries dental de los cuales, Streptococcus mutans (S. mutans) es
el agente més importante asociado a ella. La caries y la periodontitis son causadas
por un desequilibrio en las poblaciones bacterianas de biopeliculas que se forman
naturalmente y ayudan a mantener el estado normal de la cavidad oral [70], [72].

Las caries se debe a los multiples factores que estan asociados con la evolucion de
una poblacion bacteriana que pasa de una biopelicula saludable a otra patoldgica.
Una biopelicula sana puede estar formada por mas de 700 especies bacterianas, de
las cuales menos del 1% son bacterias potencialmente patogénicas; una biopelicula

saludable actia como defensa de primera linea para ayudar a proteger la boca de
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infecciones por bacterias patogénicas u otros patégenos. Cambios en el medio dentro
de la biopelicula hacen que se favorezca la proliferacion de especies patogénicas
aciduricas y acidogénicas y tomen posesion de la misma [70], [73].

Las poblaciones formadoras de biopeliculas también pueden alcanzar altas
densidades en areas confinadas como es el caso de valvulas cardiacas, aparatos
prostéticos, criptas amigdalinas, senos nasales, pasajes respiratorios terminales y
lesiones infecciosas de piel, de ahi, su importancia como patégeno oportunista fuera
de la cavidad oral [70], [74], [75].

2.9.5 Streptococcus pyogenes

Streptococcus pyogenes es una bacteria con forma de coco Gram positivo que se
agrupa en cadenas. S. pyogenes es responsable de distintas infecciones con cierta
gravedad que, por orden de frecuencia, son: faringitis, infecciones cutdneas (impétigo
y erisipela) y de tejidos blandos, sepsis puerperal, neumonia, endocarditis, meningitis
y artritis. Incluso origina cuadros de fiebre escarlatiniforme y el sindrome del shock
toxico, debido a cepas productoras de toxinas [76].

No obstante, el cuadro clinico mas frecuente causado por S. pyogenes es la faringitis.
Se caracteriza por dolor faringeo seguido de fiebre, cefalea, nauseas y vomitos [76].
El tratamiento de eleccién contra las enfermedades producidas por S. pyogenes es
la penicilina. Su eficacia clinica se basa en la excelente sensibilidad que presentan a
este antibidtico todas las cepas del agente causal. No se ha constatado la aparicion
de cepas resistentes o con sensibilidad disminuida a ese antibi6tico. Sin embargo la
alergia a la penicilina, confirmada o supuesta, hace que, en un buen numero de casos,
los clinicos la descarten para el tratamiento, y por precaucion. Por eso mismo los

macroélidos se consideran el tratamiento alternativo en la faringoamigdalitis
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estreptococica, donde han demostrado ser tan eficaces y seguros como las penicilinas
[76].

Los macrdlidos son un grupo de antibidticos que se consideran el tratamiento
alternativo en la faringoamigdalitis estreptocécica, donde han demostrado ser tan
eficaces y seguros. Por ello figuran en las guias actuales de terapéutica antimicrobiana
y se usan ampliamente. En algunas cepas de S. pyogenes existe un mecanismo de
resistencia a los macrolidos que se adquiere a través de plasmidos. Por ello, cuando
una cepa presenta este mecanismo de resistencia se pierde la sensibilidad a todos

los macrolidos [76].
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3. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

3.1 Objetivo general
Determinar el efecto sobre el crecimiento de bacterias de interés clinico de mieles

producidas por las abejas Scaptotrigona mexicana provenientes de Cuetzalan Puebla.

3.2 Objetivos particulares
3.2.1 Determinar la concentracion minima inhibitoria de diversas mieles provenientes
de Cuetzalan Puebla producidas por la abeja Scaptotrigona mexicana sobre agentes
etiologicos de gran interés.
3.2.2 Determinar la concentracion minima bactericida de diversas mieles provenientes
de Cuetzalan Puebla producidas por la abeja Scaptotrigona mexicana sobre agentes
etiologicos de gran interés.
3.2.3 Comprobar el efecto inhibitorio de las mieles de prueba, realizando curvas de

crecimiento de los agentes etioldgicos estudiados.
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3.3 Justificacion
La prevalencia global de enfermedades infecciosas, incluyendo las bacterianas, en
conjunto con la resistencia a los antibidticos, se ha convertido en una de las mayores
cargas para los sistemas de salud en el mundo, resultando en prolongadas enfermedades,
discapacidades y muertes [77]. Las estadisticas indican que tan solo en los Estados Unidos
mas de 2 millones de habitantes con infecciones y 23,000 muertes pueden ser atribuidas
a la resistencia a los antibioticos, mientras que en Europa estas infecciones se estiman en
25,000 muertes al afo [78].
Recientemente, se ha renovado el interés en el rol de los productos naturales en el
descubrimiento y desarrollo de farmacos debido a la accesibilidad que se tiene en los
paises en desarrollo como México, a los menores costos y a los menores efectos
colaterales asociados a los farmacos sintéticos.
Las plantas medicinales y productos naturales han constituido la base para procurar la
salud en todo el mundo desde tiempos remotos, siguen utilizandose ampliamente y
tienen una importancia considerable en el mundo actual. Si bien la medicina moderna
estd bien desarrollada en algunas regiones desarrolladas, en los paises en vias de
desarrollo grandes sectores de la poblacién todavia dependen de los curanderos,
plantas medicinales, medicamentos herbolarios y recursos tradicionales para el alivio
de sus enfermedades. De tal manera que la OMS estima que 1,500 millones de seres
humanos recurren a medicinas y terapias tradicionales para la atencion primaria de la
salud, estos sin contar a los usuarios de medicamentos obtenidos a partir del
procesamiento industrial de las plantas medicinales. El 95% de estas terapias son de
origen vegetal. Es mas, durante los ultimos afios, el interés por las terapias vegetales

tradicionales ha aumentado enormemente en los paises industrializados, por lo tanto,
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el uso de productos de origen vegetal y medicamentos herbolarios se encuentra en
plena expansion, reconociéndose el valor clinico de los productos utilizados en las
practicas meédicas alternativas. Desafortunadamente, en México el porcentaje de
especies vegetales medicinales, propéleos y mieles estudiados desde el punto de vista
guimico y farmacoldgico es relativamente bajo. Las mieles de México han sido un poco
mas estudiadas y utilizando la misma base se encontraron articulos describiendo los
problemas que ocasionan en las colmenas parasitos como el &caro Verroa destructor,
la composicién quimica y en menor medida la actividad biol6gica de estas. Con base
en estos antecedentes, resulta evidente que en la actualidad solo se tiene un
conocimiento empirico sobre la utilizacién de las mieles y propdleos en la medicina
tradicional mexicana para el tratamiento de diferentes padecimientos, ya que a la fecha
no se han hecho estudios sistematicos tendientes a determinar sus efectos. Es
importante destacar que las mieles mexicanas gozan de una gran reputacion para el
tratamiento de enfermedades, sin embargo, existen muy pocos estudios quimicos y

farmacoldgicos previos que permitan validar estos usos.

4. DESARROLLO EXPERIMENTAL
4.1 Recoleccion de muestras
Las 10 muestras de miel se obtuvieron de distintos meliponarios provenientes de
Cuetzalan, Puebla. La recoleccién de estas estuvo a cargo del Maestro en Ciencias
Jorge Jiménez Diaz del 20 de marzo al 20 de mayo de 2017. Las muestras de miel se
conservaron en un refrigerador, en envases perfectamente sellados y sin exposicion

a la luz.
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4.2 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) se define como la minima concentracion
de antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo después de
24 horas de incubacién a 37°C, es decir, aquella concentracion de las mieles en las
que visualmente no existié crecimiento.

La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para cada muestra se
realizé6 siguiendo el método de microdilucion en placa de 96 pozos y las
recomendaciones del CLSI [79]. Para la determinacién a cada pozo se le adicionaron
100 pL de caldo de infusién de cerebro corazén (BHI), como paso siguiente se
realizaron las diluciones seriadas de las mieles y los controles para evaluar las
muestras de miel a distintas concentraciones. Como control negativo se inocul6 la
bacteria al medio (BHI), los controles positivos fueron digluconato de clorhexidina al
0.12% y H202 al 3%. Posteriormente, se agregaron 80 pl de medio BHI 'y 20 uL de la
bacteria a una concentraciéon de 0.5 (1 x 10%® UFC / mL) en escala de Mc Farland,
dicha concentracién bacteriana fue ajustada tomando 50 uL del cultivo conservado en
glicerol de cada cepa de la bacteria a ajustar, se agregaron a viales con 5 mL de medio
de cultivo BHI, los cuales se incubaron a 37 ° C durante 17 horas. Se tomaron 50 pL
de este nuevo cultivo y se inocularon en 5 mL de medio BHI, se incubaron nuevamente
a 37 ° C durante 4 horas. Después, se realizaron las diluciones para obtener una
densidad éptica (D.O.) de 0.01 para alcanzar una concentraciéon bacteriana de 0.5 (1
x 108 UFC/mL) de la bacteria a utilizar durante el ensayo. Las bacterias utilizadas
fueron Escherichia coli (108412), Escherichia coli enteropatégena (95217),
Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 25923),

Streptococcus mutans (ATCC 10449) y Streptococcus pyogenes (SIN CLAVE, FAC.
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MEDICINA). Finalmente, se incubaron las cajas a una temperatura de 37°C por un
periodo de 24 horas, cada miel y cada control se probaron por duplicado.

4.3 Determinacién de la concentracion minima bactericida

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) se defini6 como la minima concentracion
de antimicrobiano que elimina a mas del 99.9% de los microorganismos viables
después de un tiempo determinado de incubacion (generalmente 24 horas) [80].
Para este ensayo se siguid la metodologia de microdilucién en placa de 96 pozos y
las recomendaciones del CLSI [79]. Posteriormente se realizé la metodologia descrita
previamente para la MIC y como paso final se adicionaron 20 pL de resazurina
(SIGMA) a todos los pozos y se incubd a 37°C por 15 minutos. Una coloracion azul o
morada en los pozos significa que no hubo crecimiento bacteriano y una coloracién

rosa en los pozos significa que si hubo crecimiento bacteriano.

4.4 Determinacion de la actividad de las mieles de Scaptotrigona mexicana
sobre el crecimiento bacteriano

Para evaluar el efecto de las mieles recolectadas sobre el crecimiento bacteriano se
realizé la metodologia de microdilucion en placa de 96 pozos y las recomendaciones
del CLSI [79]. Posteriormente, se leyeron las placas de 96 de pozos en un lector de
placas marca Biotek a 600 nm, siendo la primera lectura el minuto 0. Después se ley6
la placa de 96 pozos cada 30 minutos durante las dos primeras horas, pasando estas
dos horas las placas se leian cada hora, durante todo el experimento las placas se
mantuvieron incubadas a 37° C. Las curvas se realizaron con las bacterias que
presentaron mayor inhibicion y muerte en las metodologias de CMI y CMB, las cuales

son (Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans y Streptococcus pyogenes).Y se
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realizé la técnica con las mieles que presentaron mayor potencia antimicrobiana en

las metodologias de CMI y CMB.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Determinacion de la concentracion minima inhibitoria sobre los agentes
etioldgicos de interés

La concentracidbn minima inhibitoria se determing a las seis bacterias frente a las diez
mieles antes mencionadas.

En el Cuadro 1 se resumen todos los resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria
% (p/v) y se observa que las mieles tuvieron una mayor actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans (Gram positiva) respecto a las demas
bacterias, ya que mostré un MIC de 3.125 % (p/v) en siete mieles y en las tres mieles
restantes como se puede apreciar en el Cuadro 1, tuvieron un considerable efecto
inhibitorio sobre la bacteria. La inhibicién del crecimiento sobre Streptococcus mutans
es importante ya que es una bacteria patbgena que produce caries dental siendo el
agente mas importante asociado a dicha patogenia [70], [72].

En el caso de la bacteria Staphylococcus aureus (Gram positiva) presenta un MIC de
6.25 % en cinco mieles y una inhibicion considerable de la bacteria por efecto de las
mieles restantes, como se muestra en el Cuadro 1. Las mieles tienen un efecto eficaz
antimicrobiano sobre la bacteria, ya que todas las mieles inhiben el crecimiento de la
bacteria, lo cual es trascendental ya que Staphylococcus aureus es una bacteria con
cepas resistentes a meticilina incluyendo resistencia multiple a varios grupos de
antibioticos [69]. Esto es de suma importancia ya que la bacteria Staphylococcus
aureus causa diversas enfermedades por invasion directa de los tejidos y por
produccion de toxinas.

En el Cuadro 1 se aprecia que las mieles tienen actividad antibacteriana sobre

Streptococcus pyogenes (Gram positiva), ya que la bacteria presenta mayor inhibicion

29



por el efecto antibacteriano de las mieles 2, 3y 4 las cuales tienen un MIC de 12.5 %,
(p/v), dicho esto se observa también que la bacteria presenta inhibicién por la actividad
antibacteriana de las siete mieles restantes con un MIC de 25 % (p/v). Estos resultados
son considerables ya que la bacteria Streptococcus pyogenes es un agente etioldégico
de gran importancia porque es responsable de distintas infecciones con cierta
gravedad como: faringitis, infecciones cutaneas (impétigo y erisipela) y de tejidos
blandos, sepsis puerperal, neumonia, endocarditis, meningitis y artritis. Incluso origina
cuadros de fiebre escarlatiniforme y el sindrome del shock toéxico, debido a cepas
productoras de toxinas [76].

Las mieles tienen poca actividad sobre el crecimiento de la bacteria Salmonella
typhimurium, ya que esta presenta poca inhibicién con cuatro de las mieles resumidas
en el Cuadro 1 teniendo un MIC del 50 % (p/v), el resto de las mieles no tienen
actividad sobre el crecimiento de la bacteria. Por otro lado Escherichia coli
enteropatdgena (Gram negativa), es una bacteria que fue inhibida por un mayor
namero de mieles respecto a las dos bacterias Gram negativas (Escherichia coli y
Salmonella typhimurium). Las mieles que inhibieron el crecimiento de Escherichia coli
enteropatégena con un MIC del 50 % (p/v) fueron ocho mieles que se observan en el
Cuadro 1, esto es relevante ya que esta bacteria es el agente causal de diarrea en
nifos de dos afios, que provoca frecuentemente brotes epidémicos en lugares
cerrados como guarderias y hospitales [62]. Finalmente ninguna de las mieles tuvo
efecto inhibitorio del crecimiento de la bacteria Escherichia coli (108412).

Analizando el cuadro 1 se aprecia que las mieles tienen actividad inhibitoria sobre el
crecimiento de las bacterias Gram positivas. Sin embargo se observa que las mieles

tienen una menor o nula actividad inhibitoria sobre el crecimiento de las bacterias
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Gram negativas. Esto se debe a que las bacterias Gram negativas tienen una
membrana celular externa que cubre a la bacteria, en esta barrera de exclusion se
encuentran lipopolisacaridos que estan ubicados en la parte exterior de la membrana
celular y es responsable de la capacidad patdégena de estos microorganismos [81].

En el Cuadro 1 se observa que la mejor miel fue la 6, ya que inhibio el crecimiento de
casi todas las bacterias a excepcién de Escherichia coli y fue la que tuvo los MICs
mas bajos. La bacteria mas sensible a las mieles fue la bacteria Streptococcus
mutans, ya que su crecimiento fue inhibido por las diez mieles. Por otro lado la bacteria
menos sensible fue Escherichia coli, ya que ninguna miel tuvo actividad inhibitoria
sobre esta. Este resultado se asemeja a los estudios sobre calidad microbiologica y
actividad antimicrobiana de la miel de abejas sin aguijon [82] donde las mieles
evaluadas muestran efectos inhibitorios a concentraciones de 50 %, sin embargo ya
no se reporta inhibicién de la bacteria Escherichia coli a concentraciones de miel méas

bajas.

31



Cuadro 1. Resultados de la Concentraciéon Minima Inhibitoria % (p/v) de las diez

mieles probadas y controles sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Muestra Escherichia | Escherichiacoli | Salmonella Staphylococcus | Streptococcus | Streptococcus
coli enteropatogena Typhimurium | aureus mutans pyogenes
Miel 1 - - - 50 6.25 25
Miel 2 - 50 - 6.25 3.125 125
Miel 3 - 50 - 6.25 6.25 125
Miel 4 - 50 - 6.25 3.125 125
Miel 5 - 50 - 6.25 3.125 25
Miel 6 - 50 50 6.25 3.125 25
Miel 7 - 50 50 125 3.125 25
Miel 8 - 50 50 125 6.25 25
Miel 9 - - - 50 125 25
Miel 10 - 50 50 50 6.25 25
Control (+) 0.09 0.05 0.05 0.09 0.02 0.05
H202
Control (+) 0.0009 0.0009 0.0005 0.0005 0.0009 0.00005
CHX
Control (-) - - - - - -

Bacteria+BHI

Nota: El simbolo (-) indica que la bacteria no presento inhibicién.
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5.2 Determinacion de la concentracion minima bactericida sobre los
agentes etioldgicos de interés

Elindicador redox de resazurina permite probar la capacidad metabdlica de las células
(un signo de viabilidad celular). Las células viables conservan la capacidad de reducir
la resazurina (azul) a la resorufina (rosa). Por otro lado, las células no viables pierden
la capacidad metabdlica, no reducen el colorante indicador por lo que las células no
viables se quedan azules [83].

En el Cuadro 2 se resumen los resultados de la Concentracion Minima Bactericida de
las seis bacterias mencionadas. Las diez mieles tienen un mayor efecto bactericida
sobre la bacteria Streptococcus mutans (Gram positiva) respecto a las demas
bacterias. Se puede observar en el Cuadro 2 que dicha bacteria tiene un MBC de
3.125 % (p/v) en cinco mieles y una concentracién minima inhibitoria considerable en
las mieles restantes.

Las bacterias restantes a las que se les realizO el MBC tienen las mismas
concentraciones que el MIC, es decir, que las mieles que tienen concentraciones las
cuales inhiben el crecimiento de las bacterias también presentan actividad
bactericida sobre el 99.9% de las bacterias a las mismas concentraciones.

Con esto podemos concluir que las mieles tienen un considerable efecto bactericida
sobre las bacterias Gram positivas y tienen poco efecto bactericida sobre las bacterias
Gram negativas. Observando el cuadro 2, se puede afirmar que la miel que tiene un
mayor efecto bactericida es la 6 ya que tuvo una menor MBC respecto a las demas
mieles. Las variaciones en la potencia bactericida de la miel son debido a que las

abejas tienen diferente comportamiento nutricional y recogen las sustancias nutritivas
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de diversas plantas y lugares por lo que las mieles producidas tendran distintas

composiciones y diferente valor medicinal [33].
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Cuadro 2. Resultados de la Concentracion Minima Bactericida % (p/v) de las diez

mieles probadas y controles sobre bacterias Gram negativas y Gram positivas.

Muestra Escherichia | Escherichia coli | Salmonella Staphylococcus | Streptococcus | Streptococcus
coli enteropatégena | Typhimurium | aureus mutans pyogenes
Miel 1 - - - 50 12.5 25
Miel 2 - 50 - 6.25 3.125 12.5
Miel 3 - 50 - 6.25 3.125 12.5
Miel 4 - 50 - 6.25 3.125 12.5
Miel 5 - 50 - 6.25 3.125 25
Miel 6 - 50 50 6.25 3.125 25
Miel 7 - 50 50 12.5 3.125 25
Miel 8 - 50 50 12.5 6.25 25
Miel 9 - - - 50 6.25 25
Miel 10 - 50 50 50 3.125 25
Control (+) 0.09 0.05 0.05 0.09 0.02 0.05
H202
Control (+) 0.0009 0.0009 0.0005 0.0005 0.0009 0.00005
CHX
Control (-) - - - - - -

Bacteria+BHI

Nota: El simbolo (-) indica que la bacteria no presentdé muerte.
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5.3 Determinacion de la actividad de las mieles de Scaptotrigona mexicana
sobre el crecimiento bacteriano

Las Graficas 1-5 muestran un comportamiento similar donde se puede apreciar el
efecto antimicrobiano de las mieles 2, 3, 4, 5y 6 sobre el crecimiento de la bacteria
Staphylococcus aureus a diferentes concentraciones. En un lapso de diez horas todas
las concentraciones de la miel con la bacteria estan por debajo del crecimiento de la
bacteria Staphylococcus aureus sin tratamiento. Esto indica que estas mieles
inhibieron el crecimiento de la bacteria a las concentraciones probadas. Las
concentraciones de miel de 50 y 25% (p/v) inhibieron en su totalidad a la bacteria ya
gue no se observé ningun crecimiento, al igual que con los controles positivos de
digluconato de clorhexidina y H202.

En las Gréficas 1-5, la actividad antibacteriana de las mieles 2, 3, 4, 5y 6 a las
concentraciones de 125y 6.25 % (p/v) es muy potente ya que se observo una
inhibicién sobre el crecimiento de la bacteria a dichas concentraciones. Se aprecia en

la Gréfica 4 que la miel 5 es la mas eficaz inhibiendo el crecimiento de la bacteria.

En las Gréaficas 1-5 se observa que la actividad de las mieles 2, 3,4, 5y 6 a las
concentraciones de 3.12 y 1.56 % (p/v) ya no presentan mucha eficacia antibacteriana
ya que la bacteria si tuvo crecimiento frente a dichas concentraciones, sin embargo se
mantuvo inhibida ya que nunca llegd a tener un crecimiento tal como la bacteria
Staphylococcus aureus sin tratamiento.

La bacteria Staphylococcus aureus presenta una considerable eficacia antibacteriana,
esto coincide con un estudio sobre la calidad microbiolégica y actividad antimicrobiana
de la miel de abejas sin aguijén donde el género Staphylococcus fue el que presenté

mayor susceptibilidad a la miel de abeja. Este hallazgo es importante dado que el
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S.aureus es uno de los agentes mas frecuentemente aislados a partir de heridas de

pacientes y es una de las bacterias que presenta mas resistencia contra antimicrobianos

[82].

Gréfica 1. Inhibicion de la bacteria Staphylococcus aureus frente a la miel 2 a

diferentes concentraciones.

0.8
0.6

0.4

Absorbancia

0.2

f/:"

0 :}___.—1y—————1)

0 100 200
-0.2

Miel 2 (50%)
Miel 2 (6.25%)

—+— CHX (0.003 - 0.12%) —=—H202 (0.09 - 3%)

300 400 500 600
Tiempo (min)

—4— Miel 2 (12.5%)
Miel 2 (1.56%)
—O— Bacteria

Miel 2 (25%)
% Miel 2 (3.12%)

37

700



Gréfica 2. Inhibicién de la bacteria Staphylococcus aureus frente a la miel 3 a
diferentes concentraciones.
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Gréfica 3. Inhibicién de la bacteria Staphylococcus aureus frente a la miel 4 a
diferentes concentraciones.
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Grafi

ca 4. Inhibicion de la bacteria Staphylococcus aureus frente a la miel 5 a

diferentes concentraciones.
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Gréfica 5. Inhibicién de la bacteria Staphylococcus aureus frente a la miel 6 a
diferentes concentraciones.
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El efecto antimicrobiano de las mieles 2, 4, 5y 6 frente al crecimiento de la bacteria
Streptococcus mutans, se observa en las Gréficas 6-9, donde hubo un efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de dicha bacteria a las concentraciones de 50, 25, 12.5
y 6.25 % (p/v). En la dltima hora se puede apreciar que empieza a crecer la bacteria,
teniendo una absorbancia en un rango de 0.1 a 0.2 para las mieles 2 y 4, y un rango
de absorbancia entre 0.03 y 0.24 para las mieles 5y 6.

En las Graficas 6-9 al analizar la actividad inhibitoria de las mieles 2, 4,5y 6 a las
concentraciones de 3.12 y 1.56 % (p/v) se puede apreciar que hay crecimiento
bacteriano, sin embargo, si hay inhibicibn de la bacteria ya que las curvas se
mantienen por debajo del crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans sin
tratamiento durante todo el experimento.

En cuanto a la actividad de la miel 7 sobre el crecimiento de la bacteria Streptococcus
mutans se observa en la Grafica 10 que a la concentracion de 50 % (p/v) no hay
crecimiento de la bacteria, no obstante desde la concentracién de 25 % (p/v) hasta
llegar a la concentracion de 1.56 % (p/v) hay un considerable crecimiento de la
bacteria, sin embargo si hay inhibicion ya que las concentraciones nunca sobrepasan
el crecimiento de la bacteria Streptococcus mutans sin tratamiento.

Comparando dichos resultados con lo que dicen los autores Nassar, Liy Gregory [84]
acerca del efecto de la miel sobre el crecimiento de Streptococcus mutans, donde
ellos realizaron una curva de crecimiento de la bacteria frente a una miel natural
comprada en una tienda de comestibles en Arabia Saudita, se arrojan resultados en
los que la bacteria presenta una inhibicion hasta concentraciones de 12.5% de miel,

sin embargo a concentraciones menores presenta crecimiento bacteriano.
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Dicho esto se puede afirmar que las mieles de Cuetzalan, Puebla tienen un potente
efecto antibacteriano ya que la bacteria se mantuvo inhibida con todas las
concentraciones de las mieles probadas. Sin embargo como ya se habia mencionado
hay mieles mas eficaces que otras, en este caso las mieles mas potentes fueron las
mieles 4, 5y 6 debido a que inhibieron mayormente el crecimiento de la bacteria a
concentraciones menores de miel. La miel menos potente fue la 7 ya que esta permitio

el crecimiento de la bacteria en los tiempos finales de ensayo.

Gréfica 6. Inhibicién de la bacteria Streptococcus mutans frente a la miel 2 a
diferentes concentraciones.
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Gréfica 7. Inhibicién de la bacteria Streptococcus mutans frente a la miel 4 a

diferentes concentraciones.
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Gréfica 9. Inhibiciéon de la bacteria Streptococcus mutans frente a la miel 6 a
diferentes concentraciones.
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Gréfica 10. Inhibicién de la bacteria Streptococcus mutans frente a la miel 7 a
diferentes concentraciones.
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En las Graficas 11-13 analizando la actividad antibacteriana de las mieles 2, 3y 4 con
respecto al crecimiento de la bacteria Streptococcus pyogenes presentan una
inhibicién consecutiva de la bacteria a las concentraciones de miel de 25, 12.5, 6.25,
3.12 y 1.56 % (p/v), es decir que a mayor concentracion de las mieles hay mayor
inhibicion del crecimiento de la bacteria.

La miel mas potente frente al crecimiento de la bacteria Streptococcus pyogenes es
la miel 4, ya que fueron las concentraciones de dicha miel comparadas con las demas,
la que tuvieron un mayor efecto antibacteriano, debido a que hay una mayor
inhibicion. En la literatura hay estudios que demuestran la eficacia de la miel para
inhibir el crecimiento bacteriano tal como lo demuestra Mshelia [85] en su articulo
donde afirma que la miel tiene actividad inhibitoria y bactericida frente a la bacteria
Streptococcus pyogenes hasta concentraciones de 25 % de miel, que fueron las
estudiadas en la metodologia del articulo mencionado.

La caracteristica que determina si una miel es mas potente que otra, es su
composicidon y esta depende de los tipos de flores visitadas por las abejas. El color,
sabor y la constitucion de la miel, las condiciones geogréficas en las cuales se produjo
esta, la variedad de las abejas que la produjo y el tipo de flores que han proporcionado
el néctar [2]. Algunos ejemplos de lo sefialado, son las investigaciones realizadas por
Molany Rhodes, quienes demostraron que la miel de Manuka de Nueva Zelanda, que
proviene del arbusto Leptospermumscoparium, tiene una gran actividad
antibacteriana que no solo se debe al perdxido de hidrégeno presente, sino que
ademas, al componente llamado metilglioxal, un potente inhibidor del crecimiento
bacteriano [86]. Por su parte, la miel de Tualang de Malasia presenta mejores

resultados que su control con respecto a la reduccion del crecimiento bacteriano de
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Pseudomonas aeruginosa en herida de quemadura en ratas [40]. Por otra parte
Ahmed y Othman [87], compararon algunas propiedades y caracteristicas bioquimicas
con la miel de Manuka y observaron que sus diferencias incluyen compuestos

fendlicos, flavonoides y HMF masaltos, lo que le confiere mayor eficacia que la miel

de Manuka contra algunas cepas de bacterias Gram negativas.

Gréfica 11. Inhibicion de la bacteria Streptococcus pyogenes frente a la miel 2 a

diferentes concentraciones.
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Gréfica 12. Inhibicién de la bacteria Streptococcus pyogenes frente a la miel 3 a

difere
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ica 13. Inhibicion de la bacteria Streptococcus pyogenes frente a la miel 4 a
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. CONCLUSIONES

Las diez mieles recolectadas en Cuetzalan, Puebla producidas por la abeja
Scaptotrigona mexicana tienen actividad antibacteriana en un rango de
concentraciones de 3.125 a 50 % para el caso de las bacterias Gram
positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Streptococcus mutans
(ATCC 10449) y Streptococcus pyogenes (SIN CLAVE, FAC. MEDICINA)
y en una concentracion de 50% para las bacterias Gram negativas
Escherichia coli enteropatdgena (95217) y Salmonella Typhimurium (ATCC

14028).

La bacteria mas sensible a la actividad antibacteriana de las diez mieles fue
la bacteria Streptococcus mutans (ATCC 104 49), al tener mayor inhibicién
y muerte a concentraciones de 3.125 %. La menos sensible fue la bacteria
Escherichia coli (108412), la cual no fue inhibida por ninguna de las diez

mieles.

En los ensayos de MIC y MBC la miel mas potente fue la miel 6,
presentando actividad antibacteriana en un rango de concentraciones de
3.125 a 50 %, siendo esta la que presento los MIC y MBC mas bajos en

todas las bacterias a excepcion de Escherichia coli.

En la determinacién de la actividad antimicrobiana de las mieles mediante

los ensayos de curvas de crecimiento, se concluyé que las mieles que
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tienen mayor potencia y efecto inhibitorio para la bacteria Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) fue la miel 5, para la bacteria Streptococcus mutans
(ATCC 10449) fueron las mieles 5 y 6, y finalmente, para la bacteria

Streptococcus pyogenes (SIN CLAVE, FAC. MEDICINA) fue la miel 4.

7. PERSPECTIVAS

e Realizar curvas de tiempo de muerte para la evaluacion de las mieles
producidas por la abeja Scaptotrigona mexicana contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas.

e Determinar los componentes quimicos que le da actividad antimicrobiana a
las mieles producidas por la abeja Scaptotrigona mexicana en Cuetzalan,

Puebla
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