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RESUMEN

Desde la antigiiedad la miel se ha usado en medicina tradicional, por sus
propiedades antiinflamatorias, antibacterianas y terapéuticas, siendo utilizada
hoy en dia en clinica de especies menores en heridas de cierre por segunda

intencion, por su propiedad cicatrizantes.

El presente trabajo consistio en evaluar la actividad antibacteriana de mieles de
abeja comerciales producidas en seis zonas apicolas de las provincias de
Pichincha y Carchi. Se analiz6 una muestra representativa de 12 mieles
monoflorales, aguacate (5 muestras), alfalfa (5 muestras) y eucalipto (2
muestras), realizando diluciones al 25%, 50% ,75% y una concentracion de
miel pura. Las muestras fueron analizadas por duplicado, en cepas ATCC de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis utilizando la técnica de
difusiébn en agar. La actividad antimicrobiana fue evaluada cualitativamente

mediante medicidn de halos de inhibicion.

Para la determinacion del contenido total de polifenoles se utilizd el reactivo
Folin-Ciocalteu (FCR), con el cual se midi6 la cantidad de compuestos fendlicos
presentes en miel que inhiben la oxidacion del reactivo y se determind
espectrofotométricamente a 760 nm. , en base a una recta patron de acido

galico.

Los resultados obtenidos revelaron que las mieles procedentes de las
diferentes zonas apicolas de la provincia de Carchi y Pichincha, mostraron
actividad antimicrobiana y capacidad antioxidante, cada una en mayor o en
menor grado. Las diluciones realizadas influyeron en el aumento y disminucion
de la actividad antimicrobiana, asi como la naturaleza bacteriana de los

patdgenos.
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ABSTRACT

Since ancient times honey has been used for its anti-inflammatory, antibacterial
and therapeutic properties, being used now a day in veterinary for healing

wounds by second intention, for its medicinal property.

This study evaluated the antibacterial capacity of commercial honey produced
in different areas of the provinces of Pichincha and Carchi. A representative
sample of 12 monofloral honeys where analyzed, avocado (5 samples), alfalfa
(5 samples) and eucalyptus (2 samples), making dilutions at 25%, 50%, 75%
and a concentration of pure honey. Samples were evaluated in duplicate in
ATCC strains of Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis using
Agar diffusion test. The antimicrobial activity was estimated qualitatively by

measuring inhibition halos.

Folin-Ciocalteu reagent (FCR), was used for measure the amount of phenolic
compounds in honey that inhibit oxidation reagent and was determined

spectrophotometrically at 760 nm, based on a pattern of Gallic acid.

The results revealed that the honey bee from different areas of the province of
Carchi and Pichincha, showed antimicrobial activity and antioxidant capacity, in

greater or lesser degree. Dilutions made influenced in the antimicrobial activity.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

En las ultimas décadas el uso indiscriminado de antimicrobianos en el
tratamiento de infecciones en medicina veterinaria ha provocado la aparicion de
fenotipos bioresistentes en los principales agentes patdogenos causantes de
infecciones. Ante estos fendmenos de bioresistencia ha sido necesaria la
bdsqueda constante de nuevas formulaciones farmacéuticas efectivas contra
dichos patdgenos aumentando los costos de produccion en las industrias
farmacéuticas y en los sistemas de salud. Recientemente las industrias
farmacéuticas han comenzado a prestar atencion a los tratamientos basados
en productos naturales, debido a la facilidad de obtencion de la materia prima y
los efectos potenciales de estos, que han sido ignorados hasta hace poco
tiempo. Dentro de estos compuestos naturales, la miel de abeja ha llamado la
atencion de muchos investigadores por sus ya conocidos efectos beneficiosos
sobre la salud. (Mandal y Mandal, 2011, p 154).

La capacidad antimicrobiana constituye una de las propiedades biolégicas que
distinguen a la miel de abeja sobre otros productos naturales. Los factores que
se asocian a la actividad antimicrobiana de la miel son principalmente la
osmolaridad, la acidez y en particular la presencia de perdxido de hidrégeno.
(Alvarez-Suéarez et al., 2013, p. 621). En la actualidad no existen
investigaciones que detallen la composicion quimica y propiedades biolégicas
de las principales mieles producidas en Ecuador, lo cual hace imprescindible la
realizacion de estudios de este tipo para conocer sus potencialidades como
fuente natural de compuestos bioactivos y propiedades biologicas para el

tratamiento de infecciones bacterianas.

Su uso puede ser una alternativa ante los fenémenos de bioresistencia
bacteriana disminuyendo asi los costos de tratamientos y brindando un valor
afiadido al producto, no solo con objetivo para su comercializacion, sino
también como propuesta de sustentacion Cientifica y rescate de los
tratamientos alternativos, asi como medicina naturista en la practica de

medicina veterinaria.



1.1. Antecedentes

El uso de la medicina tradicional para el tratamiento de infecciones ha sido
practicado desde el origen de la humanidad, y la miel es una de las mas
antiguas medicinas tradicionales, considerada importante en el tratamiento de
varias enfermedades. En la mayoria de culturas ancestrales, la miel se ha
utilizado tanto para fines nutricionales y médicos. La creencia de que la miel es
un nutriente, un farmaco y un unglento se ha venido conservando hasta
nuestros dias, y por lo tanto, una rama de la medicina alternativa, llamada
apiterapia, se ha desarrollado en los ultimos afios, ofreciendo tratamientos a
base de miel y otros productos apicolas contra muchas enfermedades

incluyendo infecciones bacterianas. (Mandal y Mandal, 2011, p. 154).

La eficacia de la miel contra distintos tipos de patdgenos como Staphylococcus
epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, entre otros esta
asociada a varios factores, como el tipo y estructura natural del néctar, asi
como la composicion y factores fisicoquimicos de la miel. La miel de abeja se
define como una solucion supersaturada de azucares, principalmente glucosa y
fructosa, compuesta ademas por compuestos minoritarios como son
aminoécidos, acidos organicos, vitaminas, minerales y pigmentos (Estrada H.
et al., 2005, pp. 167, 168). El clima y las condiciones ambientales en la que se
desarrollan las abejas, también desempefian un papel importante en cuanto a

su eficacia antimicrobiana. (Al-Nahari et al., 2015).

Ecuador al ser un pais megadiverso, cuenta con algunas provincias que gozan
de distintos pisos climaticos, lo que favorece el desarrollo de la actividad
apicola. (MAGAP, 2014).

En la actualidad en medicina veterinaria el uso de la miel es cada vez mas
frecuente, sobre todo por su efecto cicatrizante y antibacterial, por lo que el
presente proyecto propone realizar un estudio de la determinacién de
polifenoles totales y propiedades antimicrobianas de algunos tipos de mieles

monoflorales producidas en Ecuador.



2. CAPITULO Il. MARCO REFERENCIAL

2.1 Miel de abeja

2.1.1 Generalidades:

La miel es la Unica fuente alimenticia producida por insectos que es consumida
por humanos. Es una importante fuente energética y es usada como
ingrediente en muchos alimentos manufacturados, principalmente en cereales,
por su dulzura, color, sabor, caramelizacién y viscosidad. (Boukraa L., 2013, p
410). La definicion de la miel segun el Codex Alimentarius es: “La miel es la
sustancia dulce natural producida por abejas a partir del néctar de las flores de
secreciones de partes vivas de las plantas o de excreciones de insectos
succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de plantas, que las
abejas recogen, transforman y combinan con sustancias especificas propias, y
almacenan y dejan en el panal para que madure vy afeje’.

(Codex Alimentarius, s.f.)

2.1.2 Clasificacion de la miel segun su origen botanico:

Segun su origen botanico la miel puede proceder del néctar de las flores y

pueden ser:

e Monoflorales: Se define como mieles monoflorales aquellas en cuya
composicién destaca el néctar de una especie vegetal en especifico,
como es el caso de la miel de eucalipto, aguacate, romero, etc. Se
caracterizan por destacarse determinadas caracteristicas propias, sobre

todo el polen de esa especie debe ser mayor del 45%.

e Poliflorales: Su composicion presenta néctar de distintas especies
vegetales, considerando que ningun tipo de polen representa el 45 % en

su totalidad.



Miel de mielada: Mieles producidas por las abejas a partir de sustancias
secretadas por partes vivas de las plantas o presentes sobre ellas por la accidon
de ciertos insectos que se alimentan de la savia de plantas arbustivas. (Codex
Alimentarius, s.f.).

2.1.3 Apicultura en Ecuador

La influencia de las abejas, mediante la polinizacién, aporta en el aumento de
la productividad de especies forestales nativas y conservacion de nichos
ecologicos. Por esta razon la apicultura es representativa en la produccion
agropecuaria de otros paises, los cuales vienen aprovechando estas
tecnologias ambientalistas durante algun tiempo para mejor la produccion.

Ecuador es considerado como uno de los paises con mayor diversidad en el
mundo. Mdltiples factores como caracteristicas topograficas, temperatura,
precipitacion, diversidad de pisos climaticos, influyen para que nuestro pais
tenga gran potencial para la apicultura y produccién de gran variedad de
mieles. A pesar de su amplia biodiversidad, el sector apicola en el Ecuador no
ha llegado a ser representativo en la produccion agropecuaria, ni a mover
grandes margenes en la economia nacional. Segun la Agencia Ecuatoriana de
Aseguramiento de Calidad del Agro (Agrocalidad), en la actualidad se cuenta
con 21.595 colmenas catastradas en el Ecuador. (MAGAP, 2016). Segun de
Ecuador Honey Company para que la produccién sea rentable y vivir sélo de

las abejas, se necesitan como minimo 100 colmenas.

La mayor concentracion apicola se encuentra en la region Interandina del
Ecuador, la cual esta conformada por las provincias Pichincha, Carchi,
Chimborazo, Tungurahua, Loja, Cafar, Azuay, Cotopaxi. Imbabura y Bolivar.



En la costa las provincias apicolas mas representativas son Manabi y
Esmeraldas. (MAGAP, 2012)
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Figura 1. Zona apicola del Ecuador

Tomado de (Google. s.f.)

Tabla 1. Provincias con mayor cantidad de colmenas catastradas

PROVINCIA TOTAL COLMENAS
Pichincha 10552
Loja 2151
Imbabura 2024
Manabi 1415
Carchi 974

Tomado de: (AGROCALIDAD, 2016)

2.2. Composicion quimica de la miel

La miel, el propdleo y la jalea real, productos originarios de colmenas de
abejas, son ingredientes generalmente usados Yy atractivos para una
alimentacion saludable. Como ya se menciond anteriormente, la miel ha sido
usada desde la antigiiedad como parte de la medicina tradicional en muchas
culturas. La composicion de la miel varia de acuerdo a su origen floral y

geografico. De manera general se compone de 181 componentes donde



predominan la glucosa y fructosa; la humedad se encuentra alrededor del
17,7%, la acidez total es cerca del 0,08%, ademas de compuestos minoritarios
como cenizas (0,18%), enzima glucosa- oxidasa y catalasa, &cido ascérbico,
carotenoides, acidos organicos, aminodcidos, proteinas, tocoferol y acidos
fendlicos y flavonoides. Algunos aspectos y propiedades indican que tiene
funciones antibacterianas, antioxidantes, antitumorales, antiinflamatorias y

antivirales.

La actividad biolégica de la miel, propoleos y jalea real, se atribuyen en mayor
medida a sus compuestos fendlicos, tales como flavonoides. Los flavonoides
han sobresalido en la actualidad por presentar una amplia gama de actividades
biologicas, incluyendo actividades antibacterianas, antialérgicos y acciones
vasodilatadoras. Entre sus caracteristicas, los flavonoides inhiben la
peroxidacion lipidica, la agregacion plaquetaria, la permeabilidad capilar y la
actividad de los sistemas enzimaticos, incluidos ciclooxigenasa y lipoxigenasa.
(Viuda-Martos, M., Ruiz-Navajas, Y., Fernandez-Lo6pez, J. y Pérez-Alvarez, J.
a., 2008, p117).

La composicion de la miel es variada y se encuentra influenciada
fundamentalmente por factores tales como la fuente del polen, el clima, las
condiciones ambientales, el estado fisiolégico de las abejas, al igual que el

procesamiento de la miel. (Boukraa L., 2013, p 411).

2.2.1 Componentes del aroma, color y sabor

El aroma, color y sabor, depende mucho del origen botanico de las mieles. Las
mieles con mayores concentraciones de fructosa se caracterizan por presentar
un sabor mas dulce que una miel rica en glucosa. El aroma de la miel depende
mayormente del tipo y concentracion de compuestos tales como acidos
organicos y aminoacidos. En cuanto al color de la miel, este varia desde
tonalidades claras, tonos ambar, hasta tonos oscuros. Estudios recientes han
demostrado que uno de los factores que mayormente influye en el color de la

miel es el contenido de minerales, polen y compuesto fendlicos. Las mieles



oscuras presentan una correlacion con su alto contenido de fenoles y por tanto
una alta capacidad antioxidante. (Ulloa J., Mondragéon P., Rodriguez R.,
Véazquez J., 2010, p 14).

2.2.2 Importancia de los Polifenoles

El estrés oxidativo es resultado de la alteracion oxidativa de macromoléculas
biolégicas tales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos. Se considera que
el estrés oxidativo desempefia un papel fundamental en la causa del

envejecimiento y de enfermedades degenerativas.

Con el fin de hacer frente a un exceso de radicales libres producidos por el
estrés oxidativo, el organismo ha desarrollado mecanismos biolégicos para
mantener la homeostasis redox celular. Estos mecanismos incluyen la
desintoxicacion de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales incluyen
iones de oxigeno, radicales libres y perdoxidos orgénicos e inorganicos. El
blogueo de la produccién de ERO, el secuestro de metales de transicion, asi
como defensas antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas producidas en el
organismo de manera enddgena y otros suministrados en la dieta, que

represe ntarian mecanismos exc’)genos.

Entre estos mecanismos exogenos, los polifenoles en la dieta han sido
profundamente analizados por su fuerte capacidad antioxidante y otras
propiedades por las que se regulan las funciones celulares. (Han, Shen, y Lou,
2007).

Los polifenoles representan un grupo de metabolitos secundarios que se
producen ampliamente en frutas, verduras, vino, té, aceite de oliva extra virgen,
chocolate y otros productos a base de cacao. En su mayoria son derivados o
isomeros de flavonas, isoflavonas, flavonoles, catequinas y acidos fendlicos.
Los polifenoles como suplemento dietético, presentan muchas funciones
biol6gicamente importantes, como la proteccion contra el estrés oxidativo y

enfermedades degenerativas bloqueando la accion oxidante de los radicales



libres sobre las macromoléculas celulares. Los datos experimentales indican
que la mayoria de estas acciones bioldgicas se pueden atribuir a sus
capacidades antioxidantes intrinsecas. Ofrecen una proteccion indirecta
mediante la activacion de los sistemas de defensa endégenos y modulando los

procesos de sefalizacion celular. (Han, Shen, y Lou, 2007).

2.2.2.1. Propiedades antioxidantes y efectos bioactivos:

Con el fin de combatir y neutralizar los efectos deletéreos de ERO, diversas
estrategias de antioxidantes han evolucionado ya sea mediante un aumento de
las defensas de enzimas antioxidantes enddgenas o a través de suplementos

dietéticos o farmacoldgicos. (Han, Shen, y Lou, 2007)

Los polifenoles dietéticos poseen potente actividad antioxidante por

mecanismos enddgenos y exogenos.

Neutralizan Inducen Enzimas

antioxidantes

radicales libres | \ endogenas
Polifenoles
— / | Inhibe encimas

oxidantes

Modula Seflalizacion |
celular

| Efectos benéficos bioldgicos |

Antiinflamatorio Antitumoral Proteccion Cardioproteccion

endotelial

Antialérgico |
Salud

Gastrointestinal Proteccion
Inmunologica

Figura 2. Efectos bioldgicos de los Polifenoles
Tomado de (Han, Shen, y Lou, 2007)




2. 3 Propiedades antimicrobianas de la miel de abeja

La abeja de la miel (Apis mellifera), la mas grande productora de miel, ha
estado presente en la tierra durante al menos 50 millones de afos. Desde
antiguas épocas los humanos han reconocido el valor de la miel, y no solo
como fuente alimenticia, sino también como una parte de ceremonias religiosas
y como medicina ancestral. (Rooster, H., Declercq, J. Bogaert, M. y Van Den. ,
2008, p2).

El uso de la miel para el tratamiento de heridas infectadas, ulceras y problemas
en ojos y oidos datan del periodo 2000 A.C. En el antiguo Egipto ya se aplicaba
la apicultura y se cosechaba la miel por sus propiedades curativas. Se han
encontrado rollos de papiros con recetas de miel para el tratamiento de
alopecia, quemaduras, abscesos, ulceras y sarna. (Rooster, H., Declercq, J.
Bogaert, M. y Van Den., 2008, p2)

Estos remedios se pasaron a los antiguos griegos. HipdOcrates, a veces llamado
el padre de la medicina moderna, inform6 por primera vez ‘oximel' (miel y
vinagre) como un analgésico y "aguamiel® (miel y agua) como antipirético.
Durante la Edad Media el uso de la miel para la medicina cayé en el olvido, al
igual que muchos otros  valiosos conocimientos cientificos.

(Rooster, H., Declercq, J. Bogaert, M. y Van Den., 2008, p2)

En 1919 las propiedades antibacteriales de la miel fueron probadas en los
laboratorios. Sin embargo, hubo que esperar hasta 1930 antes de que revistas
médicas hagan mencion de los efectos antimicrobianos de la miel. A mediados
de 1940 una investigacién mas intensa se llevd a cabo, pero con la llegada de
los antibidticos de miel fue desechada una vez méas de la medicina moderna.
Actualmente se ha mostrado nuevamente interés en la miel como alternativa
medicinal, debido a la gran variedad de patdégenos que han creado resistencia
a la mayoria de antibi6ticos y farmacos. Esto ha provocado que se realice
diversas investigaciones de la composicion quimica de la miel para

relacionarlas con sus capacidades curativas. Estos efectos suelen ser tanto
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directos como indirectos. El efecto antibacteriano y antiinflamatorio atribuido a
la miel y la estimulacion de la cicatrizacion de heridas han sido los mas
documentados. Las propiedades antibacterianas de la miel pueden ser
explicadas por el efecto osmaético de la fraccion de azucar. (Rooster H., et al.
2008, p 3).

El efecto de cuatro factores principales influye en las propiedades

antimicrobianas de la miel:

Osmolaridad
Acidez

Peréxido de hidrégeno

Fuente floral del néctar

La miel al ser una solucion con alto contenido de azlcares y sustancia
hipertonica, genera una reacciéon osmotica, esta interaccion entre moléculas de
agua y azUcar, deja pocas moléculas de agua a los microorganismos, lo que
inhibe el crecimiento microbiano por deshidratacién, reaccion higroscépica por
la cual dependen ciertos microorganismos, entre ellos Pseudomonas
aeruginosa. De igual forma la miel brinda un ambiente himedo a las lesiones o
heridas, lo cual acelera la cicatrizacién. (Gonzales R. Del Dedo Torres P.,
2004)

El pH de la miel generalmente es acido (4-5), accion que favorece la inhibicion
del crecimiento microbiano, evitando la colonizacion de bacterias en tejido
infectado. La acidificacion de heridas previene dafios en tejido, que puede
producir el amonio, como resultado del metabolismo bacteriano.
(Martinez R., 2014, p 9)

La floracidn, es un factor que influye en el efecto antimicrobiano, debido a que
cada néctar aporta una composicion quimica diferente, especialmente en

cuanto flavonoides, polifenoles o compuestos fitoquimicos. En algunos
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néctares predomina la enzima catalasa, la cual influye en la efectividad del

peréxido de hidrogeno. (Traynor J. 2002)

La miel produce cierta cantidad de perdxido de hidrégeno (H202), factor
responsable del efecto antibacteriano. El peréxido de hidrogeno puede llegar a
ser nocivo a nivel tisular en altas concentraciones, pero en la miel este
compuesto se encuentra en cantidades terapéuticas, y su liberacion es

paulatina. (Traynor J. 2002)

& Afiaden al néctar

. Transorma .
Enzima Gluco- Peroxido de

lucosa en .
& o Hidrogeno
acido glucénico

oxidasa

Figura 3. Proceso de produccion de H202 en miel
Tomado de (Traynor J. 2002)

Aun cuando el peréxido de hidrégeno es eliminado de las mieles mediante la
adicibn de catalasa, algunas mieles todavia muestran alun una accion
antibacteriana significativa y esta actividad se conoce como actividad
antibacteriana no peroxido dependiente que es causada fundamentalmente por
los factores no peroxido de las mieles como la lisozima, compuestos
polifendlicos en general como flavonoides y acidos fendlicos (Alvarez-Suéarez et
al., 2013, p 621). Estas propiedades han sido demostradas por su capacidad
para eliminar infecciones gastrointestinales producida por especies bacterianas
como la Salmonella sp. y Shigella sp. Asi como la E. coli enteropatogénica.
(Alvarez-Suérez et al., 2013, p 293).
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Esto generalmente ocurre cuando la miel esta en contacto directo con heridas,
de esta manera se eleva el pH y niveles de sodio, factores por los cuales se da

este efecto quimico. (Martinez R., 2014, p 9).

La miel es posiblemente una buena alternativa para el tratamiento de heridas
infectadas por gérmenes que presentan resistencia antibibtica, siempre y
cuando esa resistencia no tenga un efecto sobre el mecanismo de accion de la
miel. En diversos ensayos in vitro se ha demostrado que algunos patégenos
antibioticos resistentes son igualmente sensibles al efecto bactericida de la
miel. (Rooster H., et al. 2008, p 3).

2.4. Etiopatogenia bacterioldgica

2.4.1 Definicidon y ubicacion taxonémica

Las bacterias estan clasificadas dentro del reino procariota. Este reino se
encuentra formado por dos grandes grupos los cuales son eubacterias y

arqueobacterias.

e Argqueobacterias: se encuentra constituido por bacterias que carecen de

peptidoglicano. Dentro de este grupo se encuentran aquellas con
respiracion anaerobias que se desarrollan en condiciones acidas
calientes, aquellas que tiene su habitat en condiciones salinas y otro
grupo que se caracteriza por reducir el anhidrido carbénico (CO2) a
metano. Los principales habitats en los cuales se desarrollan estos
grupos bacterianos se han localizado en las profundidades del mar, en
las aguas saladas y en las fuentes acidas.

e Eubacterias: su habitat principal lo constituyen los suelos, el agua y los
organismos vivos. En este grupo se ubican los grupos bacterianos con
interés médico. Otro grupo de bacterias que encontramos en esta
clasificacion lo constituyen las bacterias verdes fotosintetizadoras, las
cianobacterias o algas verde azules y las bacterias purpuras
fotosintetizadoras. (Pirez M. Mota M, 2010, p 24).
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Dentro de sus caracteristicas distintivas podemos citar que las procariotas
carecen de compartimientos intracelulares delimitados por membranas, por lo
que una de sus principales caracteristicas morfolégicas radica en la ausencia
de membrana nuclear, a diferencia de los eucariotas. (Pirez M. Mota M, 2010, p
24).

2.4.2 Morfologia bacteriana

Las bacterias presentan tres tipos morfoldgicos:
e Esféricas o cocos
e Cilindricas o bacilos
e Espiral o espirilos.

e Diversas formas o pleomorficos.

Las bacterias, generalmente los cocos, presentan formas diversas de
agrupaciones, debido a dos factores: el plano de divisién celular y la tendencia
de las células a permanecer unidas después de la division. (Vera G, 2013, p
41).

Tabla 2. Morfologia bacteriana
Micrococos Cocos que se separan completamente después de la division
Diplococos Células se dividen en un plano y permanecen unidas en parejas
Estreptococos Células se dividen en un plano pero permanecen unidas formando
cadenas
Tetracocos Cocos se dividen en dos planos perpendiculares, y células
permanecen unidas, en paquete de 4
Estafilococos Agrupaciones que resultan de la divisién en tres planos, formando un

patrén irregular, como racimo de uvas

Tomado de (Vera G, 2013, p 42)

2.4.3 Genero Staphylococcus

Las agrupaciones bacterianas constituidas por cocos se asociaron por primera

vez a enfermedades humanas cuando fueron aislados de material purulento
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proveniente de abscesos humanos. En los afios 1880, Sir Alexander Ogston
llegd a la conclusion que las agrupaciones bacterianas constituidas por cocos
en forma de racimo estaban asociadas a ciertos abscesos pidgenos en
humanos. En el afio 1882, Ogston denomind a estos como “Staphylococcus”.
Ogston propuso ademas este término de manera de buscar una linea de
diferenciacion con otro grupo importante de bacterias, como es el caso de los
estreptococos, formadores de cadenas. Investigaciones realizadas por Ogston
en ratones le permitieron demostrar que estos microrganismos eran el
causante de las enfermedades piégenas ya que, al inyectar el pus en ratones,
con presencia de cocos, se observaban los mismos sintomas clinicos

observados en el humano. (Seija V, 2013, p 257)

Los estafilococos son cocos gram positivos, con un diametro medio de 0,8 a 1
um, que tienden a ser dispuestos en pares, tétradas, o con mas frecuencia,
agrupados en racimos de uvas. Sus colonias se caracterizan por presentar un
color blanco con la presencia de bordes regulares. Estos microorganismos son
inmoviles, carecen de esporas y la mayoria de las especies son anaerobios
facultativos, con un metabolismo fermentativo (Markey B, Leonard F,
Archambault M, Cullinane A, 2013, p 105)

Por lo general son catalasa positiva y oxidasa negativa. El crecimiento se
produce en agar nutriente, TSA y sangre. Por lo general, no estan
encapsuladas o tiene una cantidad limitada de capsula. Hay alrededor de 30
especies de estafilococos y la mayoria se encuentran en los animales, pero
pocos son patdgenos. Son considerados patdgenos oportunistas. A menudo las
infecciones por estafilococos son agudas y piogénicas. Los principales
estafilococos con alta patogenicidad son coagulasa positiva, estos son

Staphylococcus aureus y S. pseudintermedius.

El test de coagulasa por lo general se correlaciona bien con la patogenicidad.
Los estafilococos coagulasa negativos, como S. epidermidis, generalmente se
producen como comensales y se generan en el medio ambiente. Se consideran

un componente importante de la microflora normal de animales y seres
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humanos y, en ocasiones causan infecciones oportunistas. (Markey B, Leonard
F, Archambault M, Cullinane A, 2013, p 105).

2.4.3.1 Patogenicidad

Debido que los estafilococos son bacterias pidgenas, frecuentemente causan
lesiones supurativas. Como muchos otros patdgenos bacterianos, sus atributos
de virulencia pueden ser en clasificados en general en los que promueven la
colonizacion de tejidos, la evasion inmune y la destruccion del tejido. Las
proteinas de superficie, asi como las proteinas de pared celular de los
estafilococos, se unen a la fibronectina y fibrindgeno, lo que facilita la unién
bacteriana a los tejidos. (Quinn P.J., Markey B.K., Leonard F.C., et al, 2011,
182-183)

Existen caracteristicas estructurales como capsula con presencia de
polisacaridos, acidos teicoicos y proteina A, que interfieren con el proceso de
opsonizacién y fagocitosis. La produccion de catalasa ayuda en la
supervivencia bacteriana dentro de los fagocitos, y coagulasa tiene un papel en
cuanto a la proteccion del microorganismo contra células fagociticas. La
produccién de coagulasa es un factor importante de patogenicidad. (Quinn P.J.,
Markey B.K., Leonard F.C., et al, 2011, 182-183).
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Tabla 3. Factores que influyen en la patogenicidad de staphylococcus spp.

Convierte el fibrinégeno en fibrina. Fibrina se deposita
en la superficie bacteriana, como un revestimiento, de

Coagulasa . ) o
tal manera que tiene capacidad de resistir a la
fagocitosis
Funciona inactivando algunos sistemas de ingestion de
Catalasa )
los PMN y cataliza o destruye el H202.
i Componente de membrana que se une a porcién Fc de
Proteina A

IgG e inhibe la opsonizacion.

Lipasa, estereasa, elastasa, ] . y i
) ) ) Enzimas que contribuyen a la destruccion de tejido y
stafiloquinasa, hyalorunidasa, ] )
. virulencia.
fosfolipasa

) Toxinas asociadas con la intoxicacion alimentario por
Enterotoxinas )
estafilococos en seres humanos.

Tomado de (Quinn P.J., Markey B.K., Leonard F.C., et al, 2011, 182-183)

2.4.3.2 Importancia del estudio de Staphylococcus en Veterinaria

Staphylococcus es parte natural de la flora de la piel en la mayoria de los
mamiferos y aves; que normalmente colonizan el tracto respiratorio superior,
digestivo y urogenital. También son la causa mas comun de las infecciones
purulentas. Al menos 48 especies de estafilococos han sido reconocidas por
analisis bioquimico, la mayoria de ellos con una preferencia por un hospedador
especifico. (Silverstein D., Hopper K., 2014, p 490)

Once de ellos pueden aislarse de los seres humanos como comensales. S.
aureus (fosas nasales) y S. epidermidis (fosas nasales, la piel) son comensales
comunes y también tienen el mayor potencial patogénico. (Silverstein D.,
Hopper K., 2014, p 490)

No todos los estafilococos son igualmente importantes como patdégenos. En
medicina veterinaria, las especies mas importantes son S. aureus, S.
epidermidis, S. intermedius y generalmente son la causa frecuente de

enfermedades como mastitis, abscesos, dermatitis, furunculosis, meningitis,



17

osteomielitis, piometra, infecciones urinarias, intoxicacion alimentaria, asi como

infecciones de heridas. (Silverstein D., Hopper K., 2014, p 490).

Son responsables de enfermedades especificas; S. aureus es el principal
agente etiologico de la mastitis bovina y también de botriomicosis equina
(infeccion granulomatosa con absceso fistuloso del cordon espermatico). En
perros y gatos S. intermedius causa diferentes infecciones: abscesos,
piodermas, otitis, conjuntivitis, mastitis e infecciones de heridas. S. hyicus
produce epidermitis exudativa y poliartritis en cerdos. Los estafilococos
coagulasa negativos estan evolucionando en la induccién de produccion de
patologias en animales, y se encuentran involucrados con mastitis subclinicas.
La especie aislada mas frecuente es S. epidermidis. (Stanchi N., Gentilini E.,
2007, p 193).

Todos los mamiferos poseen estafilococos coagulasa negativos en la piel,
siendo frecuente la colonizacion transitoria con S. aureus en pliegues o
lesiones cutdneas humedas. Muchas infecciones pueden tener un origen
endogeno (heridas, piodermas, infecciones urinarias), otras se transmiten por
contacto directo o fémites (ropa, pezoneras contaminadas). En la mastitis
bovina, los estafilococos penetran en la glandula a través del canal del pezon,
he ahi la importancia del manejo adecuado y desinfeccién del equipo de
ordefio. La supervivencia en el medio ambiente de estos microorganismos

favorece la transmision indirecta. (Stanchi N., Gentilini E., 2007, p 193).
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3. CAPITULO Ill. OBJETIVOS HE HIPOTESIS

3.1 Objetivo General:

Analizar polifenoles totales y capacidad antimicrobiana de mieles monoflorales
de aguacate, alfalfa y eucalipto, nativas del Ecuador como tratamiento
alternativo de infecciones bacterianas producidas por Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus aureus.

3.2 Objetivos especificos:

e Determinar polifenoles totales de mieles monoflorales de aguacate,
alfalfa y eucalipto producidas en las provincias de Pichincha y Carchi
mediante el uso de reactivos de Folin-Ciocalteu (FCR).

e Analizar cualitativamente la sensibilidad antimicrobiana de las mieles en
estudio contra Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus

mediante el método de difusion en Tripteina Soya Agar (TSA).

e Establecer una relacion entre polifenoles y propiedades antimicrobianas

de las mieles estudiadas.
4. HIPOTESIS
Las mieles monoflorales de aguacate, alfalfa y eucalipto presentan efecto

inhibitorio sobre el crecimiento y proliferacion de Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus aureus.
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5. ALCANCE Y BENEFICIARIOS

Se espera obtener, una caracterizacion quimica — biologica de tres mieles
monoflorales nativas del Ecuador de acuerdo a su origen floral. También se
podra conocer la composicion quimica relacionada a compuestos fitoquimicos
de gran importancia para la salud, como son los polifenoles. Se aportara con
informacion en cuanto a la capacidad antimicrobiana de cada una de ellas,
justificando su uso en medicina veterinaria en tratamientos antimicrobianos
efectivos de bajo costo y facil acceso por parte de los sectores de bajos
ingresos. Contribuira ademas a la lucha contra el uso indiscriminado de
antimicrobianos que pueden favorecer o intensificar los fendmenos de

bioresistencia en ciertos patdgenos.

La comprobacion de todos estos aspectos constituira ademas un valor
agregado al momento de la comercializacion de estos productos apicolas,
favoreciendo los ingresos de los productores. Los resultados podran justificar el
uso de la miel de abeja de produccion nacional como fuente de compuestos
bioactivos en la dieta, asi como su uso en la practica de medicina tradicional,
contribuyendo al rescate de las tradiciones y conocimiento milenario del pais

con un importante impacto social.
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6. CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

6.1 Ubicacion geogréfica

La actividad Apicola se concentra en la region sierra Norte y Centro del

Ecuador, ademas de las provincias de Manabi y Esmeraldas. (MAGAP, 2015).

El presente estudio se realiz6 en mieles monoflorales producidas en las

Provincias de Carchi y Pichincha las cuales presentan diferentes pisos

climaticos, asi como diferente geografia y vegetacion.

Carchi: Se localiza al norte del Ecuador en la frontera con Colombia. La
zona noroccidental es especialmente rica en bosques y una gran
variedad fruticola y goza de distintos pisos climaticos, lo que favorece el
desarrollo de la apicultura. (EI Comercio, s.f.). Latitud: La Provincia del
Carchi estd ubicada en el extremo norte del callejon interandino; entre
los paralelos 1° 12" 43 y 0° 21" 50" de Latitud Norte y entre los
meridianos 77° 31" 36" y 78 33" 12”" de Longitud Occidental; el relieve
del terreno es bastante irregular y montafioso; la Provincia se extiende
entre los nudos de Pasto hacia el norte, de Boliche, hacia el sur y en
parte del valle del Chota. (Prefectura Carchi, s.f.). Clima y Altitud: Se
encuentra a 1.200 msnm, con predominio de temperaturas hasta 27° C
en el subtropico fronterizo con la provincia de Esmeraldas, hasta el
volcan Chiles a una altura de 4.723 msnm. (Prefectura Carchi, s.f.).
Limites: Colinda al norte con la Republica de Colombia; los limites Sury
Oeste son con la Provincia de Imbabura; al Este limita con la Provincia
de Sucumbios y al Oeste con la Provincia de Esmeraldas. (Prefectura
Carchi, s.f.).
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e Pichincha: Se encuentra ubicada al norte del pais y forma parte de la
Regién Centro Norte del Ecuador. Limites: Al norte: Imbabura y
Esmeraldas; sur: Cotopaxi este: Sucumbios y Napo; oeste: Santo
Domingo de los Tséachilas. Clima y Altitud: Presenta una altitud de
2.816 m.s.n.m. El clima de esta region varia de acuerdo con la altura,
donde se pueden encontrar zonas como tropical humedo y tropical
monzon; mientras que los climas mesotérmico humedo, semihumedo,
mesotérmico seco, de paramo y geélido se encuentran en el centro y en
el sector oriental, con temperaturas entre 8°C y 24°C. Estos factores han
influido en la diversidad de la vegetacién de estas zonas, con arboles y
arbustos que representan un gran potencial melifero. (Gobierno de
Pichincha, 2015).
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Tomado de (Google, s.f.)

Se analizaron 12 mieles comerciales monoflorales producidas en diferentes
parroquias y cantones de las provincias de Pichincha y Carchi. Se codificaron
las mieles con numeros romanos, seguido de un numero natural, para

identificar la floracién y el nUmero de muestra de miel.
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Tabla 4. Procedencia de mieles monoflorales

Floracién Aguacate Alfalfa Eucalipto
Apicola
Guayllabamba (11.4, 11.3) Tulcan (1.5)
o Puéllaro .
Localizacién Cumbayé (1.4)
(N1 ylL2)

Mira (1.1, 1.2, 11.5
( ) Sangolqui (1.1, 1.2, 1.3)

Tabla 5. Cantidad de colmenas de mieles monoflorales segun su ubicacién

geografica.

Procedencia Total colmenas

Mira (aguacate) 31

Guayllabamba (aguacate) 20

Tulcan (eucalipto) 370

Cumbaya (eucalipto) 25

Sangolqui (eucalipto) 84

Puéllaro (alfalfa) 10

Tomado de (AGROCALIDAD, 2016)

El analisis de la actividad antimicrobiana se lo realizO en el area de
microbiologia de la Universidad de las Américas, ubicada en el campus
Granados y la determinacion de polifenoles totales se lo realiz6 en los
laboratorios de proyectos y quimica analitica de la Universidad Politécnica

Salesiana, Quito.

6.2 Materiales de laboratorio

6.2.1 Materiales microbiologia

e Vasos de precipitacion 50 ml KIMAX

e Vasos de precipitacion 1000 ml LASSCO

e Cajas petri de vidrio 100 mm x 15 mm PYREX

e Frasco de laboratorio autoclavable 1000 ml BOECO GERMANY
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e Asas Drigalski de vidrio MARIENFELD

e Tubos de ensayo con tapa rosca MARIENFELD
e Gradilla para tubos de ensayo

e Lamparas de alcohol 120 ml GLOWS

e Asa bacterioldgica calibrada KOLLE

e Micropipetas de 100 — 1000uL DIAMOND y ECOPIPETTE
e Puntas Eppendorf 100- 1000uL

e Papel aluminio DIAMOND

e Fundas Ziploc

e Papel absorbente LABMAT

o Papel Parafiim “M” 4 IN. x 125 FT.

e Espatula STAINLESS STEEL

e Cucharilla de laboratorio metalica.

e Pizeta

6.2.2 Equipos de microbiologia

e Agitadores con calentamiento Fisher Scientific Isotemp
e Balanza analitica METTLER TOLEDO

e Cémara de Flujo LABCONCO

¢ Incubadora de laboratorio MEMMERT

e Bafio Maria HACH

6.2.3 Materiales para determinar polifenoles

e Viales desechables de 1.5 ml

e Cubetas desechables BRAND

e Micropipeta de 100- 1000 ul DIAMOND
e Puntas Eppendorf 100- 1000uL

e Gradilla para Viales

e Vasos de precipitacion 50 ml KIMAX

¢ Vasos de precipitacion 250 ml PYREX
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6.2.4 Equipos para polifenoles

e Espectrofotdmetro Instrulab Q

6.2.5 Sustancias o Reactivos

e Agua destilada

e Alcohol 70%

e Alcohol 90%

e Tripteina Soya Agar (TSA) BBL BECTON
e Miel floracién de aguacate

¢ Miel floracién de eucalipto

¢ Miel floracion de alfalfa

e Reactivo de Folin- Ciocalteu

e Carbonato de Sodio (Na2C0O3) MERCK

e Acido Galico Fisher Scientific

6.2.6 Material Bioldgico:

e Cepas bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC y Staphylococcus
epidermidis ATCC

6.3 Metodologia de capacidad antimicrobiana

6.3.1 Determinacion de actividad antimicrobiana de mieles monoflorales
Para el estudio de la capacidad antimicrobiana de las mieles se utilizaron cepas
ATCC de S. aureus y S. epidermidis caracterizadas en la Universidad

Politécnica Salesiana (UPS) por presentar un fenotipo de bioresistencia a

diferentes tipos de antimicrobianos.
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6.3.2 Preparacion y Dispensacion de medio de cultivo

El medio de cultivo utilizado para favorecer el crecimiento de las bacterias en
estudio fue Agar de soja triptica BD (TSA), ya que, por su composicion, como la
peptona de soya, aporta carbohidratos que estimulan el desarrollo de
microorganismos aerobios y anaerobios facultativos. (Prats G., 2006, p 30, 88).
Previamente se realizo los célculos del nUmero de cajas petri que se utilizarian
por semana, para preparar el medio; tomando en cuenta que en cada caja petri
se dispensa aproximadamente 20 ml del medio de cultivo.

Se peso 20 g del medio TSA en una balanza analitica y se disolvido en 500 ml
de agua destilada, para dispensar 24 cajas petri por semana. Se procedio a
calentar y disolver el medio en planchas de agitacion con calentamiento, para
posteriormente esterilizar el medio y las cajas petri en autoclave durante 35

minutos.

Se dispensé 20 ml de medio TSA en cada caja petri, dentro de una camara de
flujo previamente desinfectada y con un mechero encendido, para evitar
contaminacion del medio al momento de dispensar. Finalmente se deja enfriar

hasta que se solidifique el medio en las placas petri.

6.3.3 Resiembra para replicacién de cepas control

Las cepas bacterianas ATCC a estudiar, fueron resembradas a partir de las
colonias crecidas en un medio sélido. Se utilizé el método de conservacion por
suspensién en agua estéril, el cual consisti6 en realizar la suspension de
colonias bacterianas en un tubo de ensayo con 10 ml de agua destilada

esterilizada, con el objetivo de conservar los microorganismos.

Las colonias fueron extraidas del agar en forma individual con un asa
bacteriologica metélica, previamente esterilizada sometiéndola a la llama de

una lampara de alcohol.
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Se suspendid en los tubos de ensayo con agua estéril 4 asadas con material
bacteriologico. Se removio el material bacteriolégico dentro del tubo, para que
se homogenice con la solucién estéril hasta que se alcanzé una turbidez
comparable a la solucién de Mc Farland 0.5. Cada tubo se etiqueté segun el
tipo de Staphylococcus que contenia.

6.3.4 Método de difusion en Agar

Este método consiste en inocular masivamente un medio de cultivo con el
patdgeno a evaluarse, para de esta manera, pasado un tiempo determinado de
incubacion, dicho microorganismo se desarrolle en toda la placa. Asi
posteriormente se podra realizar el antibiograma, mediante difusion del
antimicrobiano en el agar. (Garcia P, Fernandez M, Paredes F. 2007, p 114-
115)

Se inocul6 500 ul del cultivo bacteriano en las placas petri con medio TSA. Con
un asa de Drigalski esterilizada, se procedié a sembrar por agotamiento, para
conseguir una buena separacion de las colonias y esparcir todo el material
bacteriologico con facilidad por todo el agar. (Prats G., 2006, p 88). Se realiz6 2

repeticiones de cada cepa, para cada una de las mieles en estudio.

6.3.5 Antibiograma

El presente antibiograma realizado en este proyecto, sigue parte de la
metodologia de Kirby-Bauer. Su metodologia se fundamenta en disco difusion,
el cual es uno de los métodos recomendados para la determinacion de la
sensibilidad bacteriana ante un antimicrobiano determinado. Segun los autores,
después de inocular el microorganismo en la superficie del agar, se colocan en
la superficie del medio, discos de papel filtro impregnados con diferentes

concentraciones del antibiotico, y se deja incubar a 35°C. (Bauer et al., 1960).
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El antibidtico, se ird difundiendo desde el disco a través del agar. Dentro de 18-
24 horas de incubacion, los discos pueden estar rodeados de un halo que

muestra la inhibicion del crecimiento microbioldgico.

En este antibiograma se utilizd como “antibiético” a mieles monoflorales para
determinar la sensibilidad o resistencia a dos cepas de Staphylococcus. A
diferencia del método de Kirby- Bauer que usan discos de papel filtro para la
difusion, se realizaron ponches o pozuelos en el agar, y se colocé en cada
pozuelo 100 ul a diferentes concentraciones de miel. La concentracion 0 (C0),

represento la miel pura, sin dilucion.

O » Concentracion 0
C1 t ) t }7—P c3

O

c2

I 3

Figura 6. Representacion grafica de ponches en agar

Se realizaron diferentes diluciones de miel a distintas concentraciones,
tomando en cuenta parametros de densidad de cada una de las mieles para

realizar las diluciones.
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Tabla 6. Densidad de miel de eucalipto (I), aguacate (Il) y alfalfa (III)

Densidad (g/cm3)

Miel dl d2 d3 Promedio
1.1 1.0079 1.008 1.0081 1.008
1.2 1.0086 1.0082 1.0084 1.008
1.3 1.0078 1.008| 1.0081 1.008
1.4 1.0084 1.0084 1.0083 1.008
1.5 1.0085| 1.0085| 1.0084 1.008
1.1 1.0094 1.0094 1.0094 1.009
1.2 1.0096 | 1.0088| 1.0087 1.009
1.3 1.0069| 1.0068| 1.0067 1.007
1.4 1.0078 1.0078 1.0081 1.008
1.5 1.0082 1.0089 1.0092 1.009
1.1 1.0072 1.0073 1.0072 1.007
1.2 1.0108 1.0099 1.0108 1.011

6.3.6 Célculos para Diluciones

Tomando en cuenta que todas las mieles tienen la misma densidad, se realizd

las mismas diluciones para todas las mieles. Se realiz6 los calculos de

diluciones despejado la férmula de densidad, para obtener la masa (cantidad

de miel en g), para cada concentracion, sabiendo que el volumen equivale a la

cantidad de microlitros que abarca cada pozuelo (100 ul o0 0.1 ml).

m=d=v

_ 9
‘ m = (1.01 CmS)(O'l ml)

m=0.10 g para 100 ul

(Ecuacion 1)

Se realizaron diluciones de la miel al 25%, 50%, y 75% en 10 ml de agua

destilada.
‘ Dilucion C1 (25%) | | Dilucién C2 (50%) | Dilucién C3 (75 %)
0.10g 100% 0.10¢g 100% 0.10g 100%
X 25% X 50% X 75%
X=0.025 X=0.05 X=0.075
0.025¢g 0.1ml 0.05g 0.1ml 0.075¢g 0.1ml
X 10 ml X 10 ml X 10 ml
X = 2.5 g de miel X =5 g de miel X =7.5 g de miel

(Ecuacién 2)
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6.3.7 Medicion de Halos de Inhibiciéon

Un halo de inhibicion expresa la sensibilidad o resistencia de un patdgeno a
cierto tipo de antibidtico, y depende mucho de ciertos factores como el grosor
del medio de cultivo, la concentracion del indculo bacteriano y la carga del
antimicrobiano en cada ponche. (Garcia P. et al, 2007, p 119)

Los ponches se realizaron al siguiente dia de haber realizado la siembra de los
microorganismos, y las mediciones se llevaron a cabo después de permanecer
en incubacion a 25°C. Se realizaron 6 mediciones con un intervalo de 12- 24
horas respectivamente. La primera medicion se la realiz6 a las 8 horas de
haber realizado los ponches, para constatar si a menor tiempo existe presencia
de halo inhibitorio.

La medicidn se la realiza en la cara posterior de la caja petri. Con una regla, se
midié el didmetro completo, partiendo desde un punto del pozuelo hasta el
limite o borde del halo, de igual forma se mide el radio mayor y el radio menor
del halo de inhibicibn que se forma alrededor del pozuelo con las

concentraciones de miel a los que las cepas bacterianas son sensibles.

! (/k \ Ponche con

» —p miel

’ Halo de
Zona de - s inhibicion

crecimiento
Bacteriano

Figura 7. Esquema de un Halo de inhibicion, crecimiento bacteriano y

orificio de ponche.




31

6.4 Anélisis de poli fenoles totales

6.4.1 Fundamento del método:

Se empled el reactivo Folin-Ciocalteu (FCR), el cual funciona midiendo la
cantidad de compuestos fendlicos presentes en miel que inhiben la oxidacién
del reactivo y se reporta en mg equivalentes de acido galico. (Singleton, V. L.;
Orthofer, R.; Lamuela-Raventos, R. M., 1999, pp 152-178).

El ensayo Folin-Ciocalteu (FC) consiste en que los compuestos fendlicos
responden al reactivo, a pH basico, dando lugar una coloracion azul perceptible
que puede ser determinada espectrofotométricamente a 760 nm., en base a
una recta patron de &cido galico. El reactivo FC contiene acido
fosfomolibdotingstico de color amarillo, que al ser reducido por los grupos
fendlicos da lugar a un complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la
que se mide para determinar el contenido de polifenoles.
(Garcia E. Fernandez I. Fuentes A., 2015, p 4).

6.4.2 Determinacion de fenoles totales en miel

Se diluyd 1 g de miel en 10 ml de H20 destilada

A 100 ul de la dilucién anterior 500 ul de 0.2 N
reactivo de Folin Ciocalteu (FC)

Se dejo reposar durante 5 minutos y se afiadié 400 pl
de Carbonato de sodio {Na2C0O3)

Después de 2 horas de reposar a temperatura
ambiente en viales protegidos de la luz, se realiza la
lectura en espectrofotémetro a una longitud de onda
de 160 nm.

Figura 8. Diagrama de procedimiento de analisis de Polifenoles
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Los estandares de acido galico para determinar los fenoles totales y realizar la

Acido Gélico

Se disuelve 0.1021 en 1 ml de
metanaol y se lo completa a 100
ml de H20 destilada (Solucion

madre)

5TD1: 500 pl de SM =+ 500 pl H20 =3 mM

STD2: 300 pL de SM + 600 pL H20 =2 mM

STD3: 500 pL de SM + 500 pL H20 = 1.5 mM

STD4: 500 pL de SM + 500 pL H20=1 mM

5TD5: 500 pL de 50 + 500 pul H20 = 0.75 mM

STDE: 500 pl de SM + 500uL H20 = 0.5 mM

Figura 9. Estandares de acido gdlico curva patron se realizaron de la

siguiente manera.

De cada uno de los estandares se tom6 100 ul + 900 ul de H20 (sol 1:10),
posteriormente 100 ul de cada uno sera el que se mezcla con el FC + Na2CO3

(carbonato de sodio).
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Figura 10. Estandares de &cido galico, para realizar curva de calibracion.

6.5 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé utilizando el software STATISTICA (Statsoft
Inc, Tulsa, OK). Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza
para la comparacion de medias y las diferencias significativas entre las mieles
se calcularon segun la prueba de rango multiple HSD Turkey. En todos los
ensayos los resultados fueron expresados como la media * desviacidon
estandar (SD). El valor medio para la difusion en agar, en las pruebas de la
actividad antimicrobiana, fueron calculados a partir de las dos replicas. Las
correlaciones se calcularan de acuerdo al test de Pearson. Las correlaciones
se calcularon de acuerdo al test de Pearson. Las diferencias p < 0.05 fueron

consideradas significativamente estadisticas.
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7. CAPITULO V. RESULTADOS

7.1 Resultados de la capacidad antimicrobiana

El presente estudio tuvo como objetivo principal analizar cualitativamente la
sensibilidad antimicrobiana de las mieles de aguacate, alfalfa y eucalipto contra
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus. Se tomoé en cuenta la
medicién de halos de inhibicion a las 8 horas y 72 horas, las cuales

representan la primeray ultima medicion de la actividad antimicrobiana.

7.1.1. Sensibilidad antimicrobiana contra S. epidermidis

Los resultados presentados a continuacidon muestran el grado de sensibilidad
antibacteriana de S. epidermidis a las diferentes mieles monoflorales en
estudio. Se observé presencia de halo de inhibicion a las 8 horas de haber
realizado los ponches con las distintas concentraciones de miel. Diferencias
significativas de halos de inhibicibn se presentan, las cuales dependen de
diferentes factores, como la resistencia del patégeno, las concentraciones del

antimicrobiano, asi como el tipo de floracion.
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Halo de inhibicion (S.epidermidis a las 8 h)

25
#
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c & -
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T Miel pura 75% 50% 25%

Eucalipto Aguacate Alfalfa

Figura 11. Capacidad antimicrobiana de mieles de Eucalipto, Aguacate y
Alfalfa, en concentraciones al 75%, 50%, 25% y miel pura. Medicidon

realizada a las 8 horas.

** &&, ##, Simbolos establecen que son altamente significativas (p< 0.001) y
*. &. # simbolo sianificativamente estadistico (p< 0.05)

* Miel de Fucalinto

& Miel de Aguacate
# Miel de Alfalfa

La figura 6 demuestra que la miel de alfalfa tuvo mayor efecto antimicrobiano
sobre S. epidermidis a las primeras horas. Constatando que la inhibicion
antimicrobiana es altamente significativa (p< 0.001) a una concentracion del 75%

y 50% en comparacion con las mieles de aguacate y eucalipto.

La cepa de S. epidermidis mostrd inhibicibn de su crecimiento a una
concentracion pura de miel de aguacate y alfalfa, pero sin diferencias

significativas en comparacién a la miel de eucalipto.
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Los tres tipos de mieles muestran diferencias altamente significativas (p< 0.001)
a las 8 horas en la concentracién al 75 %. Siendo la miel de eucalipto la que
menor efecto antimicrobiano tiene sobre S. epidermidis, presentando halos
menores a 0.3 cm en una escala de 0- 2.5 cm. El patégeno mostré resistencia
frente a este tipo de miel, dando valores sin diferencia significativa e incluso

nula como se observa en la concentracion al 25%.

Halo de Inhibicién a las 72 horas

=} T I
c 3 T I #
(]
s & & !
S 2 T ]
S T
€ 1 e *
'5 1 **
o = T
§ 0.5
2 0
Miel pura 75% 50% 25%

Eucalipto Aguacate Alfalfa

Figura 12. Representacion grafica de sensibilidad antimicrobiana de tres
mieles monoflorales a diferentes concentraciones sobre S. epidermidis.

Medicion realizada a las 72 horas de incubacion

La figura 7 presenta el aumento del diametro de los halos de inhibicion a las 72
horas, observandose que la miel de alfalfa se mantiene como la miel que mayor
efecto inhibitorio causa sobre S. epidermidis, llegando a presentar halos de
inhibicién de 3.08 cm a una concentracién del 75%, y mostrando diferencia

altamente significativa (p< 0.001)

En comparacion con la miel de aguacate y eucalipto, que mostraron diferencia

estadisticamente significativa (p< 0.05) y menor capacidad antimicrobiana.
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La concentracion de miel pura a las 72 horas mostré valores constantes entre
la miel de aguacate y alfalfa, mientras que la miel de eucalipto presento
diferencia altamente significativa en cuanto a resistencia bacteriana, exhibiendo
halos de inhibicién de no mas de 1 cm de didmetro y manteniendo un efecto

inhibitorio nulo a una concentracion del 25%.

7.1.2 Sensibilidad Antimicrobiana contra S. aureus

La figura 8 representa los resultados del efecto antimicrobiano de las mieles de
alfalfa, aguacate y eucalipto sobre S. aureus. En las primeras 8 horas, se
observa como la miel de alfalfa a concentracién pura exhibe una capacidad
antimicrobiana altamente significativa, llegando a presentar un halo inhibitorio
de 2.3 cm, mientras que las mieles de aguacate y eucalipto a esta

concentracion, arrojan valores constantes.

Halo de Inhibicién (S. aureus a las 8 h)
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m Eucalipto Aguacate Alfalfa

Figura 13. Representacion grafica de capacidad antimicrobiana de mieles
de Eucalipto, Aguacate y Alfalfa, en concentraciones al 75%, 50%, 25% y

miel pura. Medicién realizada a las 8 horas.

Las mieles de eucalipto y alfalfa a una concentracién del 75 % no presentan

diferencias significativas, manteniendo halos de inhibicion de 1.2 - 1.5 cm
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respectivamente. La miel de aguacate al 75% es estadisticamente significativa,
presentando didmetros bajos, menores a 1 cm, dentro de una escala de 0-3

cm.

Las concentraciones al 50 %, de las mieles de eucalipto y alfalfa fueron
significativas, siendo la miel de aguacate altamente significativa por presentar

halos de inhibicibn menores a 0.3 cm.

Las floraciones de eucalipto y alfalfa no presentaron diferencias significativas a
una concentracion del 25%, manteniendo halos de inhibicion de 1.4 cm y 1.3
cm, sin embargo, la miel de aguacate fue altamente significativa, exhibiendo

baja inhibiciébn microbiana.

Halo de Inhibiciéon (S.aureus alas 72 h)
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Figura 14. Representacion gréfica de sensibilidad antimicrobiana de tres

mieles monoflorales a diferentes concentraciones sobre S. aureus. Medicién

realizada a las 72 horas de incubacion.

La figura 9 muestra graficamente como fueron aumentando los diametros de
los halos de inhibicion en S. aureus a las 72 horas. Los tres tipos de mieles no
mostraron mayor diferencia significativa a una concentracion pura,

manteniendo halos de inhibicién de entre 3.3 cm a 3.7 cm.
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Sin embargo, la miel de eucalipto a una concentracion de 75%, fue la que
mayor efecto significativo presentd, en comparacion con las mieles de
aguacate y alfalfa, mostrando halos de inhibicién de 3.4 cm de diametro en una
escala de 0- 4.5 cm.

De igual manera la miel de aguacate al 25% exhibié6 mayor inhibicion
antimicrobiana con halos de inhibicion de 2.9 cm, mientras que las mieles de
alfalfa y eucalipto se mantuvieron en didmetros del mismo rango a esta
concentracion. En cuanto a la concentracion al 50%, S aureus mostré un
comportamiento similar ante los tres tipos de mieles, con halos de inhibicién

constantes de un diametro de 2.6 cm a 2.9 cm.

7.2 Resultados de polifenoles totales

Se realiz6 el analisis de polifenoles totales de mieles monoflorales de aguacate,
alfalfa y eucalipto producidas en las provincias de Pichincha y Carchi mediante
el método Folin-Ciocalteu (FCR), con el objetivo de constatar cual de las tres
mieles monoflorales presenta mayor capacidad antioxidante. Los resultados se
expresan en base a una recta patrén de acido galico, utilizando técnicas
espectrofotométricas, basada en una reaccion colorimétrica de O6xido-

reduccion.

La gréfica a continuacion (Fig.10) muestra que, todas las mieles en estudio
contienen compuestos fendlicos, siendo de especial interés la concentracion
exhibida por la miel de floracion de aguacate, ya que muestra una cantidad de
compuestos fenodlicos en valores altamente significativos (p< 0.001) en
comparacion con las mieles de eucalipto y alfalfa, presentando de esta manera
una gran capacidad antioxidante, por el cual se fundamentaria su uso

medicinal.
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Figura 15. Representacion grafica de la concentracion de polifenoles en mg

EAG en tres tipos de mieles monoflorales nativas de Ecuador.

7.3 Correlacion entre polifenoles totales y capacidad antimicrobiana

En la siguiente tabla se presenta la matriz de correlacion (Coeficiente de
correlacion Pearson) para los valores de polifenoles totales y la capacidad de
inhibicién del crecimiento de S. epidermidis y S. aureus de las mieles de Alfalfa,

Aguacate y Eucalipto.
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Tabla 7. Matriz de correlacion (Coeficiente de correlacion Pearson) para los
valores de polifenoles totales y la capacidad de inhibicién del crecimiento de S.

epidermidis y S. aureus

Variable Contenido total de Polifenoles
Inhibicion S. epidermidis 0,58
Inhibicién S. aureus 0,72

De los resultados obtenidos en este andlisis se pudo determinar que no existe
correlacion entre el contenido total de polifenoles de las mieles en estudio y la
capacidad de inhibicién antimicrobiana.
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8. CAPITULO VI. DISCUSION

Segun Alvarez-Suarez J. y col. (2010), establece que el origen botanico
desempefia un papel fundamental en la actividad biologica de la miel y la
disponibilidad de compuestos fitoquimicos en su composicion. Los resultados
que obtuvieron de mieles monoflorales de origen cubano mostraron una
notable diferencia entre los tipos de mieles claras y oscuras, reportando
concentraciones altas de compuestos fendlicos (595,8 + 6,8 mg GAE / kg de

miel) en mieles de coloracion ambar u oscuras.

Varios autores han atribuido como posible mecanismo antibacteriano de la
miel, la presencia de compuestos polifendlicos, proteinas y otros compuestos
fitoquimicos procedentes del polen y néctar de la planta (Alvarez-Suéarez et al.,
2010). En el presente estudio la correlacion entre dicha actividad y el contenido
total de polifenoles fue negativa, debido a que la miel de aguacate fue la que
exhibi6 un alto contenido de polifenoles y una actividad antimicrobiana
significativa, mientras que la miel de alfalfa mostré actividad antimicrobiana

altamente significativa y un bajo contenido de polifenoles.

Lo que supone que las propiedades antimicrobianas para las presentes mieles
pueden atribuirse a su alta osmolaridad, bajo pH y su contenido de perdxido de
hidrogeno (H202). (Mandal M. et al, 2011). No obstante, seran necesarias mas
pruebas fisicoquimicas para determinar los verdaderos mecanismos de accion
por los cuales las mieles de aguacate, alfalfa y eucalipto presentan su efecto
antimicrobiano. Estas pruebas se continuaran realizando como parte del

proyecto de investigacion al que esta vinculado el presente estudio.

Aguilera G. y col. (2009) Evaluaron las propiedades antibacterianas de
diferentes tipos de mieles de Apis mellifera, contra Staphylococcus aureus. Los
resultados que obtuvieron indicaron que la miel de abejas inhibe el crecimiento
bacteriano de S. aureus, tanto en discos impregnados con miel concentrada

como en concentraciones poco diluidas (1:2), un resultado similar a nuestro
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estudio, en el cual se demostré6 que S. aureus presenta mayor sensibilidad

inhibitoria a mieles en concentraciones puras y concentraciones al 75%.

En los resultados obtenidos en la presente investigacion, S. epidermidis exhibio
una marcada resistencia a la miel de eucalipto en sus diferentes
concentraciones, mientras que S. aureus demostré alta sensibilidad a la miel de
eucalipto. Segun un estudio de la evaluacion de la actividad antimicrobiana de
la miel de abeja contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y
otros patdgenos, realizada por Estrada H. y col. (2005) S. epidermidis también
mostré menor capacidad inhibitoria ante mieles comerciales de Costa Rica y
Staphylococcus aureus fue el microorganismo con mayor afectacion en su

crecimiento.

Bischofberger A. y col. (2016), realizaron un estudio sobre los efectos de un
unguento a base de miel de Manuka en heridas de las extremidades distales de
equinos, especificamente en procesos de cicatrizacién. La miel de Manuka
usada como unguento topico en heridas mostré un buen mecanismo de accion
antinflamatoria, regulando una mayor produccion de los factores de necrosis
tumoral alfa, interleucina y prostaglandinas, mejorando de esta manera la fase
inflamatoria de cicatrizacion. También mostré potente actividad antibacteriana
frente a patdégenos gram-negativos y gram-positivos que podrian afectar el
proceso de cicatrizacidbn y contaminacion de heridas. Justificando de esta

manera el uso de mieles como ungtiento en medicina veterinaria.

Segun Xiuzhen H. y col. (2007) los polifenoles presentan propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias, ya que tienen la capacidad de derogar
diversos procesos bioquimicos inducidos o mediados por factores tumorales.
La miel de aguacate del presente estudio, al mostrar gran cantidad de
polifenoles en su composicion, seria la miel monofloral de eleccion para uso en
medicina veterinaria en procesos de cicatrizacibn por segunda intencion.
Generalmente las heridas que se dejan curar por segunda intencion, tiene mas
predisposicion a una excesiva contaminacion bacteriana. Las mieles de alfalfa

y eucalipto mostraron tener un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
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bacterias, por lo que seria ideal su uso como antimicrobiano en heridas y evitar

su contaminacion.

El estudio de Laallam H. y col. (2015), establecio la correlacion positiva de la
actividad antimicrobiana con los azucares reductores, el cual esta asociado con
el efecto osmotico generado por alta concentracion de azucar en la miel,
pudiendo explicarse, que las mieles a concentracion puray al 75% del presente
estudio, presentan mayor efecto inhibitorio que las mieles a concentraciones
diluidas. Los resultados de la LAALLAM y col. no presentaron efecto inhibitorio
en mieles diluidas a diferentes concentraciones, solo en concentraciones puras.
La miel es hipertdnica, y los azlicares simples de la miel generan una presion
osmatica en las bacterias, que provoca la lisis de la membrana bacteriana, por
consiguiente, la inhibicion del crecimiento y finalmente la muerte del

microorganismo. (Couquet et al., 2013).

De acuerdo a Mandal D. y Mandal S. (2011), el efecto bactericida de la miel
depende de la concentracién de miel y la naturaleza de la bacteria. Segun el
autor, la concentracion de la miel tiene un impacto sobre la actividad
antibacteriana; cuanto mayor es la concentracion de miel, mayor es su efecto
como agente antibacteriano, teoria que se pudo constatar en el presente

estudio.

Segun Bogdanov S. y Blumer P. (2001), el agua es esencial para el proceso de
oxidacion. El peréxido de hidrégeno H202, generalmente se produce en mieles
inmaduras, las cuales presentan alto contenido de humedad. Mientras que, en
mieles maduras, presentan baja concentracion de humedad, manteniéndose la
glucosa oxidasa inactiva, por lo tanto, hay limitada concentracion de peroxido
de hidrégeno, para prevenir el crecimiento microbiano, a menos que la
humedad aumente. Algunas muestras de mieles de eucalipto elaboradas en el
Valle de los Chillos, eran mieles maduras, elaboradas en el 2015, factor que se

podria atribuir al bajo efecto inhibitorio que tubo esta miel sobre S. epidermidis.
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9. CAPITULO VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

9.1. Conclusiones

Los resultados preliminares obtenidos permiten afirmar que las mieles
monoflorales de eucalipto, alfalfa y aguacate, presentd efecto inhibitorio en
mayor y menor grado ante las cepas de S. aureus y S. epidermidis, por lo que
se puede afirmar que la miel tiene capacidad antimicrobiana y que puede ser

usada como tratamiento alternativo de infecciones en medicina veterinaria.

Se observé que S. epidermidis mostrod cierto grado de resistencia a los efectos
antimicrobianos de la miel de eucalipto, formando halos de inhibicion de menos
de 1 cm de diametro en una escala de 0- 4 cm. La actividad antimicrobiana fue
mayor contra S. aureus., mostrdndose altamente sensible a los efectos
bacteriostaticos de los tres tipos de mieles. La miel de alfalfa fue la que mejor
capacidad antimicrobiana exhibio, formando halos de inhibicién significativos a
las primeras 8 horas de incubacion, mientras que la miel de aguacate fue la
gue mejor capacidad antioxidante presentd con un alto contenido de polifenoles
de alrededor de 796. 69 mg EAG/100 g miel.

9.2 Recomendaciones

Tomando en cuenta que gran parte de los efectos beneficiosos que presenta la
miel, se le atribuyen al peréxido de hidrogeno, el cual reduce el porcentaje de
infeccion, estimula la angiogénesis, granulacion y epitelizacion, seria
interesante realizar un estudio sobre la capacidad cicatrizante de cada una de
las mieles monoflorales del presente trabajo en cicatrizacion por segunda

intencidn en especies menores.

De igual forma, se podria realizar un antibiograma comparativo entre el efecto
antimicrobiano de la miel con antibiéticos, a los cuales los patdogenos en

estudio no muestren resistencia, y comparar halos de inhibicion.
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Realizar pruebas fisico- quimicas para determinar pH, humedad, cenizas,
acidez, conductibilidad eléctrica, concentracion de flavonoides, vitamina C y
otros compuestos fitoquimicos, que influyen en las propiedades antioxidantes y

antimicrobianas de las mieles.
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Anexo 1. Formato de registro de medicién de halos de inhibicion.

HALO O (cm) HALO 1 HALO 2 HALO 3
HORA | CEPA MIEL Diam. Radio Radio Diam. | Radio Radio Diam. Radio Radio Diam Radio Radio
Compl | mayor | menor mayor mayor | menor mayor | menor

Compl menor | Compl Compl.




Anexo 2. Fotografia, cepas ATCC

/

Staphylococcus aureus

Staphylococcus epidermidis

Anexo 3. Técnica de difusiéon en agar

Ponches para diluciones




Pocillos con diluciones de miel a diferentes concentraciones

Anexo 4. Halos de inhibicion

Halos de inhibicién a las 8 horas

Halos de inhibicién a las 72 horas




Medicion de Halos de Inhibicion

Anexo 5. Determinacion de polifenoles




