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RESUMEN

La miel de abeja se ha estudiado por poseer efectos antibacterianos frente a
diferentes microorganismos, la miel mas estudiada es la de abeja con aguijon

del género Apis Mellifera la cual posee grandes efectos antimicrobianos.

El presente estudio tiene como objetivo evaluar la actividad antimicrobiana de la
miel de abejas sin aguijon del grupo Meliponini en comparacion con la actividad
antimicrobiana de un antibiético comercial para el tratamiento alternativo de
bacterias asociadas a mastitis bovina, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
aureus resistente a meticilina, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus

agalactiae.

Se utilizaron muestras de miel de 5 provincias y se realizaron diluciones de la
misma al 20%, 15%, 10%, 8%, 5% y 3%, y se realizaron pruebas de
concentracion minima inhibitoria. Se realizé el mismo procedimiento con los
cultivos bacterianos sometidos al antibiético comercial en dosis sensible y
resistente segun el manual Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) y

se llevé a cabo la prueba de concentracién minima inhibitoria.

Como resultados se observo resistencia de las cuatro bacterias en estudio hacia
el antibidtico comercial, por otro lado la miel presenté una actividad
antibacteriana en contra de las cuatro bacterias y se evalu6é a través de la
concentracion minima inhibitoria donde se identifico la minima dilucién de miel
de abeja capaz de tener efectos inhibitorios sobre el crecimiento bacteriano. La
bacteria que mayor sensibilidad presentd frente a la miel fue Staphylococcus
epidermidis la cual presento muerte desde la menor diluciéon de miel hasta
obtener el 100% de inhibicién con las diluciones mas altas. Todas las bacterias

en estudio fueron inhibidas por el tratamiento con la miel de abeja, dando como



resultado que la miel de abeja podria ser utilizada como alternativa de

antibioticos para el tratamiento de bacterias asociadas a mastitis bovina.



ABSTRACT

Bee honey has been studied for its antibacterial effects against different
microorganisms, the most studied honey is the one of bee with Sting of the Apis
mellifera gender which has great antimicrobial effects.

The present study aims to evaluate the antimicrobial activity of honey from
stingless bee of the Meliponini group in comparison with the antimicrobial activity
of a comercial antibiotic for the alternative treatment of bacteria associated with
bovine mastitis, Streptococcus agalactiae, Staphylococcus epidermidis,

Staphylococcus aureus and methicillin-resistan Staphylococcus aureus.

Honey samples from 5 provinces were used and diluted to 20%, 15%, 10%, 8%,
5% and 3%, and minimum inhibitory concentration (MIC) tests were performed.
The same procedure was performed with the bacterial cultures submitted to the
commercial antibiotic with sensitive and resistant doses according to the Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) manual and the minimum inhibitory

concentration test was carried out.

As results, resistance of the four bacteria under study towards the commercial
antibiotic was observed, on the other hand the antibacterial activity of honey was
evaluated through the minimum inhibitory concentration where the minimum
dilution of bee honey capable of having inhibitory effects on the bacterial growth
was identified. The bacterium which presented the greatest sensitivity against
honey was Staphylococcus epidermidis, which presented death from the lowest
dilution of honey until obtaining 100% inhibition with the highest dilutions. All the
bacteria in study were inhibited by the treatment with the bee honey, giving as
result that the bee honey could be used as alternative of antibiotics for the

treatment of bacteria associated to bovine mastitis.
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CAPITULO I. INTRODUCCION

La miel de abeja ha sido utilizada en varios estudios microbiolégicos y a nivel de
campo para el andlisis de sus componentes y propiedades naturales. Se han
logrado evidenciar a través de estudios de investigacion los beneficios de esta
sustancia los cuales se han descrito como propiedades antibacterianas,

antiinflamatorios, antioxidantes entre otras (Mandal & Mandal, 2011).

Con respecto a su propiedad antibacteriana se han desarrollado estudios para
comprobar su efecto antibacteriano frente a infecciones en diferentes patologias,
una de ellas la evaluacion como antibacteriano utilizado en tratamiento para la
afeccion de mastitis bovina. Se han realizado estudios de campo utilizando miel
de abeja intramamaria en los bovinos que presentan esta infeccién bastante
comun en la ganaderia de leche. Recientemente se utilizaron tres diferentes
concentraciones de miel de abeja intramamaria en vacas que presentaban
mastitis subclinica, en cuyos resultados se identifico que la miel de abeja reduce
la cantidad de microorganismos presentes en muestras de leche de las vacas
problema, con una efectividad mayor de las diluciones mas concentradas de miel
(Carpio, 2018). Otro estudio se realizd para evaluar la actividad antimicrobiana
in vitro en infecciones originadas por Clostridium perfringens, Pseudomona
aeruginosa, Candida tropicalis y Aspergillus brasiliensis con tres diferentes tipos
de miel de abeja. Se identificé que todas las mieles poseen un efecto en la
inhibicion del crecimiento bacteriano con respecto a los microorganismos en
estudio (Vargas, 2016).

El presente estudio se desarrollé con mieles de abejas Meliponas. Estas abejas
son consideradas abejas de tierra y no poseen aguijon a diferencia de las abejas
comunes Apis mellifera. La cria de este tipo de abejas se la conoce como
Meliponicultura la cual se encuentra en menor actividad que la apicultura, la cria

de abejas comunes.



Se describe que la miel de melipénidos tiene una potencia inhibitoria del
crecimiento bacteriano. De igual manera las abejas de esta especie y Apis
mellifera poseen actividad antimicrobiana frente a bacterias como Escherichia
coli, Salmonella sp. y Pseudomona aeruginosa (Anthimidou & Mossialos, 2013).
En estudios se ha comprobado que la miel de abejas meliponas posee un mayor
efecto inhibitorio contra Staphylococcus aureus y S. epidermidis (Baltrusaytite,
Venskutonis, & Ceksteryte, 2007). Los patdégenos anteriormente mencionados
forman parte del grupo de microorganismos mas comunes presentes en la

mastitis bovina.

La mastitis es una patologia la cual se la describe como una inflamacién de la
glandula mamaria independientemente de su causa. Esta condicion puede ser
causada por varios factores como cambios fisicos, quimicos, bacteriolégicos y
cambios patoldgicos del tejido glandular de la ubre. Con respecto a los cambios
bacteriol6gicos que pueden ocasionar la mastitis se debe principalmente a la
presencia de distintos microorganismos patégenos los cuales colonizan el tejido

glandular y producen la inflamacién (Ruiz, 2006).

Existen varios microorganismos descritos para esta patologia, los mas
frecuentemente encontrados son Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis y Streptococcus agalactiae (Andresen, 2001). Con estos
microorganismos se desarrollo la siguiente investigacion, la cual se basa en la
valoracion de la capacidad antibacteriana de la miel de melipénidos en diferentes

diluciones frente a estos microorganismos.

La patologia mencionada anteriormente tiene una gran importancia en el campo
en las producciones de ganaderia lechera, esta condicion es una de las
principales causantes de grandes pérdidas econdémicas por varios factores que
afectan al animal como descenso en la produccion de leche, desecho de la leche,

costo del tratamiento, entre otros.



El motivo principal para llevar a cabo esta investigacion se debe a evaluar la
posibilidad de utilizar la miel de abeja de Meliponidos en sustitucion a los
antibiéticos comerciales que se utilizan en estas patologias. Con esta alternativa
natural disminuirian los costos de los tratamientos en ganaderias lecheras, los
residuos de medicamentos como los antimicrobianos no estarian presentes en
la leche que va directamente al consumo humano y la reduccion de la longevidad
de los animales por estar expuestos a varios tratamientos con farmacos a lo largo

de su vida.

Esta investigacion tendra varios beneficiaros como es en el area del campo a
ganaderos, médicos veterinarios y zootecnistas dedicados a la produccién y

para futuras investigaciones relacionadas al tema.

1.10Dbjetivos

1.1.1 Objetivo General

Identificar la actividad antimicrobiana de miel de Melipénido frente
a bacterias Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae en relacion
a la sensibilidad de un antibiético comercial, en el laboratorio de

investigacion Udla Queri.

1.1.2 Objetivos especificos

- Evaluar los efectos antimicrobianos que posee la miel de abeja de
Melipénido en las diferentes concentraciones que se prepararon con
una solucion amortiguadora al 20%, 15%, 10%, 8%, 5% y 3%.



- Comparar los efectos antimicrobianos de la miel de abeja de
Melipénido en relacion con el antibidtico comercial que se utilizo para

el estudio.

- ldentificar el uso de la miel como un tratamiento alternativo al uso de
antibiéticos en infecciones causadas por los microorganismos
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae.

1.2Hipotesis

Existe diferencia en la actividad antimicrobiana de miel de Meliponido en relacion
a Staphylococcus aureus, MRSA, Staphylococcus epidermidis y Streptococcus

agalactiae comparando con la sensibilidad hacia el antibiético comercial.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO:

2.1 Miel

La miel de abeja esta determinada por el cédigo alimentario del CODEX como
un liguido dulce natural procedente de las abejas del género Apis mellifera, cuyo
origen es del néctar de las plantas, secreciones de segmentos vivos de las
plantas o excreciones de insectos (CODEX, 1981). El polen recogido se
transforma en miel cuando las abejas enriquecen el mismo con encimas, acidos
y albuminas que son producidas por las mismas abejas y es almacenada en
celdillas hexagonales de los panales donde sufren un proceso de maduracion y
deshidratacion hasta obtener un porcentaje de humedad de 18% haciendo que

el néctar espese y se transforme en miel (Venancio, 2011).

La apicultura es conocida principalmente por la cria de abejas Apis mellifera.
Estos insectos son considerados de gran importancia para recuperar, estabilizar
y conservar los ecosistemas. Esta produccion en varios paises constituye un
gran potencial de ganancias econdémicas ya que ésta contribuye con varios
beneficios ademas de la miel como el polen, cera, jalea real, propdleo y toxina
de abeja los cuales se consiguen de producciones artesanales e industriales

(Insuasty, Martinez, & Jurado, 2016).

2.1.1 Composicion bromatoldgica de la miel

La composicion principal de la miel son los carbohidratos de los cuales los mas
destacados son la fructosa, glucosa, sacarosa y maltosa, también posee otras
sustancias como enzimas, aminoacidos, acidos organicos, antioxidantes,
vitaminas y minerales. La constitucién de la miel dependera de diferentes
elementos relativos al clima, al suelo, tipo de planta y composiciéon de los

néctares de los cuales provienen (Asis, 2007).

Los carbohidratos son el principal constituyente de la miel de abeja, dentro de

estos se encuentran principalmente azucares monosacaridos (fructosa y



glucosa) los cuales constituyen el 85% de los solidos. Aproximadamente posee
el 0,5% de proteina tales como enzimas y aminoacidos, los mas habituales son
la prolina, &cido glutdmico, alanina, fenilalanina, tirosina, leucina e isoleucina.
Los aminoacidos presentes indican el contenido de nitrdgeno presente en la miel
el cual no supera el 0,04%. La acidez que caracteriza a la miel se da gracias a
los acidos organicos presentes, el mas prevalente es el acido glucénico. Los
mismos que son responsables del bajo pH de la miel que se encuentra entre 3,5
a 5,5y de la buena estabilidad de la misma. Por otro lado, el compuesto mineral
de esta sustancia varia mucho, siendo la cantidad de potasio diez veces mayor

gue la cantidad de sodio, calcio y magnesio (Insuasty, Martinez, & Jurado, 2016).

A continuacion se muestra la media de componentes presentes en la miel de
abeja Apis Mellifera (Figural).

Componesas Medin ] Vadores extremon

Agua, g 18,60 17,50 ,’(‘).M)
Proteinas, g 0,38 0,30 0.50
Cirasas, & ueddiapsbes 00 0-0
Fidratos de carbopo, & 75,10 0-0
Mincrales, g 22 0,20 0,24
BISAIO TOR siiicmanncssserrssstiitoninsridaseaicriny 7.40 4,80 - 10,00
Potasio, I'HK 47,00 -U,(X) 50,00
MAZNESIO, MB cooiiviiiiiiriemiminmmmimimee 5,50 00
Calcio, mg . 4,50 360500
Manganeso, microg 30.00 0.0
Hieero, mg 130 090 200
Cobre, microg S0.00 0 0
Niquel, mcrog 5,50 100 - 8.0
Cromo, mcrog 29 00 0.0
Fosforo, mg 18,00 16,00 - 20,00
Boro, mg 033 0-0
Caroteno . 00 0-0
Vitarmna « K», micog 25.00 0-0
Vitamina « B », MmICrog ... 3.00 2.00 - 400
Vitaming «B.», microg 5000 2000 - 10000
Niaciea, mg : 0,13 010020
Vitamina «C», mg 2.40 10O - 400
Glucosa, 8 13,90 26 30 . 3980
Fructoss, B 18.80 3590 4210
Sacarosa, § 2,37 71-299

Figura 1. Composicion de la miel de abejas Apis mellifera. Adaptada de
(Tablas, 1987)




2.1.2 Caracteristicas fisicoquimicas de la miel

2.1.2.1 Propiedades fisicas

— Color

Varia segun el tipo de flora de la cual las abejas son alimentadas (Vit, Gonzéles,
Sorroza, & R. M, 2016). El color de la miel esta vinculado a varios elementos que
son la flora, composicién del néctar, temperatura y tiempo de almacenamiento.
Este es un parametro de gran importancia ya que participa directamente con el

area comercial para la determinacion del precio de la misma (Gutiérrez, 2016).

- Conductividad Eléctrica

La conductividad eléctrica se encuentra directamente relacionado con la
existencia de sales minerales, proteinas, acidos organicos y azucares. Se
reconoce una cercana correlacion de la conductividad eléctrica y el porcentaje

de cenizas presentes (Sanz & Sanz, 1994).

- Humedad

Contenido de agua, posee una gran influencia en la viscosidad, peso y sabor.
También cumple un rol significativo en el sabor, conservacion y solubilidad de la
miel (Gutiérrez, 2016). Segun la norma del codex alimentarius ésta no deberia
superar el 21% de humedad (CODEX S. , 1987).

- Solidos insolubles

Particulas que pueden ser material vegetal, polen, insectos. Con este parametro
se permite evaluar el grado de impureza de la miel. La capacidad maxima de los
sélidos insolubles es 0,1 g/100 g (STAN, 1987).



2.1.2.2 Propiedades quimicas

_pH

Se refiere a la condensacion de iones hidrogeno del contenido, en la miel por la
norma del CODEX se permite una acidez de 40 meg/1000g de miel (CODEX S.
, 1987). El pH puede causar cierto tipo de caracteristicas como resistencia,
textura y estabilidad, la miel posee un pH que oscila entre 3,3 y 4,9 segun la miel

(Ulloa, Mondragon, Rodrigues, Reséndiz, & Rosas, 2007 y Zandamela, 2008).

- Acidez libre

El nivel de frescura de la miel va correlacionado con la fermentacién por el
crecimiento de microorganismos. Se recomienda un maximo de 40 meq/kg
segun la normativa INEN. (INEN, 1988). La acidez proporciona un escudo frente
a atagues microbianos, al ser combinada con el perdoxido de hidrégeno esto

proporciona una mejora en su conservacion (Zandamela, 2008).

Los acidos de la miel se producen en las secreciones de glandulas salivales de
abejas (Gutiérrez, 2016). Uno de los acidos que se encuentra mas abundante en
la miel es acido gluconico, el mismo que es elaborado a partir de la glucosa con
la accion de la enzima glucosa oxidasa de las abejas (Zandamela, 2008).

- Cenizas

Relacionado con la conductividad eléctrica y determinado a través de métodos
de calcinacion, por los cuales se obtiene las cenizas después de exponer la miel
a temperaturas altas, el maximo que se recomienda es de 0,6%. A partir de esto
se obtienen los minerales que posee la miel y va a depender también de su

procedencia botanica (Zandamela, 2008).



- Azlcares

Los azucares reductores existentes en la miel de abeja son glucosa y fructosa
de los cuales segun el CODEX se recomienda méximo un 65% (CODEX S. ,
1987). La miel es un liquido con alto contenido en azlcares, esta logra su
maximo equilibrio en el punto de cristalizacién, es cuando precipitan los cristales

gue provienen de la glucosa (Zandamela, 2008).

- Hidroximetilfurfural (HMF)

Es un producto que indica el calentamiento y deterioro de la miel, es un aldehido
el cual se obtiene por la descomposicion de la fructosa y glucosa, al ser
almacenado por un tiempo prolongado o sometido a altas temperaturas. Es por
esto que se dice que esta estrechamente vinculado con el calor, la existencia de
este compuesto en la miel causa un oscurecimiento en el color de la misma por

reacciones de reordenacion de aminas y azlcares (Zandamela, 2008).

- Actividad Diastasa

Enzima que permite catalizar la hidrdlisis del almidén en glucosa, esta enzima
estd en las mieles y su actividad declina posterior a una exposicion a altas

temperaturas (Ulloa, Mondragon, Rodrigues, Reséndiz, & Rosas, 2007).

2.1.3 Miel de abeja sin aguijén

La abeja sin aguijon pertenece al grupo ““Meliponini””, proveniente de las
regiones tropicales y subtropicales, las mismas se caracterizan por ocupar
cavidades huecas y troncos de arboles vacios donde almacenan su miel en
anforas que deben ser trituradas con la finalidad de extraer la miel, a diferencia
de las abejas con aguijon que la almacenan en panales y celdillas hexagonales
(Diaz, 2015).
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No existe una norma de calidad para la valoracion de la miel proveniente de
abejas meliponas, es por esto que se realizan varios estudios sobre su
composicién y propiedades para que se llegue a elaborar un manual sobre
calidad de esta miel en especifico. Las normas ya descritas para la calidad de la
miel toman en cuenta siete indicadores: acidez, contenido de humedad, cenizas,
azucares reductores, sacarosa, hidroximetilfurfural y actividad de la diastasa.
Varios estudios han destacado que las mieles de melipénidos poseen un mayor
porcentaje de humedad, acidez, diferencias en la actividad de la diastasa,
contenido de maltosa y actividad antioxidante en comparacién con la miel de
abeja de Apis mellifera (Vit, 2009).

Se ha establecido un cuadro sobre patrones de calidad comparando las mieles

de abeja con aguijén y las abejas sin aguijon (Figura 2).

Honey compesition Standards
Apis mellifera  Melipona  Scaptatrigona  Trigona

Water content (g/100g) max 200 max 30.0  max 300 max 30.0
Reducing sugars (gf100g) min 65.0 min 50.0  min 50.0 min 50.0
Sucrase (g/100g) max 5.0 max 60  max 20 max 6.0
Acidity (meq/100g) max 40.0 max 700  max 850 max 75.0
Ash (gM00g) max 0.5 max 0.5  max 05 max 0.5
HMF (mglkg) max 40.0 max 40.0  max 40.0 max 40.0
Diastase activity (DIN) min 8.0 min 3.0 min 3.0 min 7.0

Figura 2 Estandares de composicién de miel de abeja sin aguijéon y con aguijén.
Adaptada de (Vit, Medina, & Enriquez, 2015).

2.1.4 Propiedades terapéuticas

La miel ademas de ser considerada como alimento es utilizada también como un
recurso medicinal para tratar ciertas afecciones de la salud (Ulloa, Mondragon,
Rodrigues, Reséndiz, & Rosas, 2007).
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La miel es un potente antibacteriano debido a diferentes factores uno de ellos se
debe a uno de sus componentes que son las inhibinas, las cuales estan
constituidas por peréxido de hidrégeno, flavonoides y acidos fendlicos, asi
mismo su capacidad de gran osmolaridad, bajo pH y sustancias volatiles. Otro
factor que contribuye a la inhibicion del crecimiento bacteriano es una minima
concentracion de agua requerida para la reproduccion de un organismo, es por
esto que se inhibe el crecimiento bacteriano (Rodriguez, 2011). Por otro lado, el
perédxido de hidrégeno es otro componente de la miel relacionado con la actividad
antimicrobiana, el cual es activado tras la dilucion de la miel para que cumpla
con la inhibicién de crecimiento bacteriano al oxidar a los microorganismos tras

su activacion (Peter, 2001).

Estudios con miel de diferentes especies del grupo Meliponini, han demostrado
la capacidad antimicrobiana frente a diferentes patdogenos que han sido
estudiados siendo éstos: Candida albicans, Escherichia coli, Salmonella typhi,
Staphyococcus aureus entre otros y cierto tipo de levaduras. Se valoré la funcién
antimicrobiana de la misma con diluciones desde 2.5 a 10% (Dardén & Enriquez,
2008).
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2.2 Mastitis Bovina

La mastitis en bovinos es una de las principales patologias con gran repercusion
financiera en la ganaderia lechera, ya que afecta principalmente a la salud del
animal, la produccion y salud publica. Posee un alto indice de pérdidas
econdmicas debido a la decrecion de cantidad y calidad de leche, su alto costo
de tratamiento, leche para descarte, adecuada limpieza y asepsia de los equipos
de ordefio, control veterinario entre otras, convierten a esta patologia en un gran
desafio de la ganaderia de produccion lechera (DANE, 2014). Ademas, la
mastitis viola el bienestar animal generando dolor, incomodidad y estrés en las
hembras bovinas de producciones lecheras, esto afecta directamente en el
rendimiento de la industria y calidad de leche afectando principalmente a su

gusto y olor por las bacterias existentes (Aguilar & Alvarez, 2019).

La mastitis es considerada como una inflamacién en la glandula mamaria la cual
puede producir ciertos trastornos secundarios: fibrosis, edema inflamatorio,
atrofia del tejido y hasta gangrena lo cual conlleva a una pérdida total o parcial
de la ubre dependiendo el caso (Aguilar & Alvarez, 2019). Se define
principalmente por el ingreso de células somaticas, en mayor cantidad neutréfilos
polimorfonucleares en la glandula mamaria y un incremento de la proteasa en
leche. Esta patologia se clasifica por el grado de inflamacion y lesiones
provocadas en la ubre del animal, asi como de las implicaciones sistémicas a las
que se encuentre sometida la vaca. La misma se puede clasificar en dos
diferentes grupos segun caracteristicas anteriormente mencionadas, la mastitis
“Subclinica o Cronica” y "Clinica o Aguda” (Fernandez, Truijillo, Jhon, Cerquera,
& Granja, 2012).

Las consecuencias de la mastitis bovina se da por varios factores de riesgo como
son: un inadecuado manejo Yy limpieza de las maquinas de ordefio, un sobre
ordefio del animal provocando dafio del pezén y la ubre, tamafio inadecuado de
las pezoneras de las maquinas de ordefio, no realizar el sellado al finalizar la

jornada del ordefio, malas condiciones sanitarias y de limpieza de equipo,
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personal y material de la sala de ordefio; también épocas de lluvia donde es mas
propensa la propagacion de gérmenes y edad de los animales (DANE, 2014).
Son estos factores de riesgo cuando microorganismos invaden la glandula
mamaria a través del pezén y los conductos galactoéferos del mismo produciendo
inflamacién leve o severa; dichos microorganismos originan cambios del tejido

glandular y en la leche (Andresen, Mastitis: Prevencion y control, 2001).

2.2.1 Mastitis Clinica

La mastitis clinica 0o aguda es caracterizada por su presentacion subita y
transformaciones perceptibles en la ubre, presentando enrojecimiento e
inflamacién y apariciéon de grumos en la leche, también coagulos y consistencia
de agua. También los animales pueden presentar signos de dolor, fiebre,
depresion y anorexia; esta se puede diseminar rapidamente en el hato (DANE,
2014).

La presentacion de la mastitis clinica esta directamente relacionada con la salud
y el bienestar animal dado que se asocia al sufrimiento de los animales al
presentar dolor con cuadros de hipertermia, cuartos mamarios inflamados con
dolor al tacto dando como resultado una salud deficiente en el animal y
disminucién en la produccién. Las pérdidas econdmicas que se presentan en
los casos de mastitis clinicas son altos, debido a la presentacion visible de los
signos y repercusiones ocasionadas directamente en la produccién de leche, en
estos casos es donde se debe recurrir a gastos econémicos para el tratamiento
del animal afectado con la patologia, pérdida de la leche que no puede ser
destinada a consumo humano y en casos mas severos donde no se puede

utilizar esta leche para la alimentacion de los terneros (Aguilar & Alvarez, 2019).
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2.2.2 Mastitis Subclinica

La mastitis subclinica se presenta sin cambios visibles en la ubre o en la leche,
puede existir una pequefa rebaja en la produccién de leche la cual se altera
debido al aumento de células sométicas, componentes inflamatorios y bacterias

(Fernandez, Truijillo, Jhon, Cerquera, & Granja, 2012).

En caso de que este tipo de mastitis sea indetectable a simple vista, las
infecciones pueden presentar dafios en pequefias porciones de los cuartos
mamarios afectados y una pérdida funcional paulatina de los alveolos
involucrados, produciendo asi un aumento de la presion intramamaria y un
residuo de leche en los conductos lo cual va a favorecer a que la infeccion siga
progresando y los microorganismos reproduciéndose (Mera, y otros, 2017). Por
otro lado, la mastitis subclinica debe ser diagnosticada partir de pruebas de
laboratorio donde se evalle un recuento de células sométicas presentes en la
leche, un cultivo bacteriolégico, valoracion de cambios fisicos y quimicos y
técnicas PCR (Aguilar & Alvarez, 2019).

Este tipo de mastitis es bastante comun en el ganado lechero con una alta tasa
de infeccién entre los animales del mismo hato originando perjuicios econémicos
debido a la baja produccion y aumento en el conteo de las células somaticas
(Quevedo, 2018).

2.2.3 Fisiopatologia de la glandula mamaria

En este apartado se describira el funcionamiento de la glandula mamaria en
condiciones normales y cdmo se comporta la misma cuando existen reacciones

hacia un patégeno cuando ésta se encuentra en procesos inflamatorios.
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2.2.3.1 Anatomia Funcional de la gldndula mamaria

La ubre se encuentra divida en dos secciones internas izquierda y derecha,
divididas por el ligamento suspensorio medio el cual brinda sujecién, la misma
posee una subdivision donde separa los cuartos delanteros de los traseros por
una membrana delgada. El tejido secretor de la ubre no se mezcla esto hace que
cada cuarto sea una glandula independiente y desembocan en un solo pezon.
Mas internamente la estructura funcional de la glandula son los alveolos
conformadas por células epiteliales las cuales sintetizan la leche (Figura 3). Por
otro lado, el pezén posee un canal por donde se extrae la leche, este se
encuentra recubierto por piel la cual esta completamente inervada e irrigada, la
punta del mismo posee un esfinter de masculo liso por el cual se cierra después
del ordefio y este orificio se llena de cera o queratina, lo que impide el ingreso

de microorganismos al interior de la ubre (Elizondo, 2010).

Figura 3 Alveolo: Estructura Funcional del Tejido Mamario. Adaptada de
(Elizondo, 2010)

Este 6rgano secretor de leche de origen ectodérmico esta conformado por un
par de elementos tisulares principalmente, el tejido glandular o parénquima vy el
estroma; el cual se conforma por ramificaciones que forman alveolos o0 acinos
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gue forman el parénquima. La glandula mamaria es definida histolégicamente
como una glandula sudoripara modificada de clasificacion I6bulo alveolar, se
compone de un gran numero de Iébulos, lobulillos y acinos, las células alveolares
de los acinos presentan una membrana apical con microvellosidades la cual
facilita la absorcion por el contacto con la red capilar para la futura formacién de
la leche. El riego sanguineo de la glandula debe ser fuerte para asi asegurar un
importante flujo sanguineo, el cual se incrementa posterior al parto por la sangre
gue fue derivada al utero durante la gestacion y posteriormente para el periodo
de lactacion (Aguilar & Alvarez, 2019).

El riego arterial de la gldndula mamaria proviene de la arteria pudenda externa
que cruza el conducto inguinal y se divide en un par de arterias mamarias, las
arteriolas se ramifican y se forma una red capilar en torno a los alveolos (Aguilar
& Alvarez, 2019).

2.2.4 Principales patégenos causantes de mastitis bovina

Existen varios microorganismos patdégenos que pueden ser causantes de la
mastitis bovina, aunque segun estudios se han descrito las bacterias que
aparecen con mayor frecuencia en esta patologia como son Staphylococcus
aureus y Streptococcus agalactiae, enterococos y bacterias coliformes, los
anteriormente mencionados principalmente se encuentran alrededor del
ambiente del ganado. Por otro lado, también existen microorganismos con
menor presentacién en la patologia como son Staphylococcus coagulasa
negativo y Corynebacterium bovis, los dltimos mencionados pueden llegar a
provocar leves inflamaciones en la glandula mamaria y un pequefio incremento

de células somaticas en la leche (Heringstard, Klemetsdal, & Ruane, 1999).

La causa infecciosa de la mastitis se puede dividir en contagiosa y ambiental. La
mastitis contagiosa principalmente es originada principalmente por el uso
compartido de toallas de secado de ubres o de las pezoneras que no se

desinfectan entre los ordefios. Los microorganismos que producen mastitis
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contagiosas son aquellos cuyo habitat principal es el canal del pezon y la piel
externa de mismo, donde se destacan principalmente las bacterias como
Staphylococcus aureus y Streptococcus Agalactiae, Corynebacterium bovis y
Mycoplasma spp (Osteras, Solverod, & Reksent, 2006). La mastitis ambiental
es causada por microorganismos gram negativos que se encuentran presentes
normalmente en el medio ambiente que rodea a los animales como Escherichia
coli, Klebsiella spp, Enterobacter spp, Pseudomona spp entre otros y bacterias
gram positivas como Streptococcus dysgalactiae. Las infecciones contagiosas
por S. Aureus son una de las mas importantes debido a que este no es patdgeno
obligatorio de la ubre, puede estar presente en heridas, mala higiene de manos
del personal, camas y equipos de ordefio, es por esto que se vuelve un patdégeno
mas dificil de tratar por mecanismo de la misma bacteria que reducen su

respuesta hacia los antimicrobianos (Calderon & Rodriguez, 2008).

2.2.5 Diagnéstico

La cuantificacion de células somaticas es un método a través del cual se hace
un conteo de las células que estan presentes en la leche, el aumento de las
mismas es un indicador de la presencia de mastitis en las vacas lecheras.
Existen varias pruebas para realizar esta medicibn como Prueba de Mastitis
California, Prueba de Wisconsin, Conteo Microscépico de células somaticas,
Cultivos Bacteriologicos (Quevedo, 2018).

Las pruebas de Californian Mastitis Test (CMT), Wisconsin y White Side (WST)
son técnicas las cuales estan vinculadas a la transformacion de la membrana de
las células que se encuentren presentes en la leche, el ADN de las células
reacciona con los diferentes reactivos de cada prueba y se forma una especie
de gel en la leche. En la prueba de WST se efectlia una reaccién entre hidroxido
de sodio y la leche donde se produce un espesamiento de la misma (Aguilar &
Alvarez, 2019).
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Cultivos bacteriologicos también son utilizados para la deteccidbn de esta
patologia, utilizando medios de cultivo de agar sangre donde se inocula leche de
la vaca sospechosa y se deja incubar de 18 a 24 horas, donde se determinara
la presencia de diferentes cepas de bacterias, este método de diagndstico solo
detecta el género de la bacteria presente de la muestra y se debe recurrir
posteriormente a un laboratorio para realizar test de deteccion de cada cepa
bacteriana (Concha, 2014).

2.3 Microorganismos Bacterianos

Las bacterias son microorganismos unicelulares las cuales se reproducen por
fisibn binaria, los mismos contienen su propio material genético y metabolismo.
Son clasificadas como células procariotas. La conformacion de las bacterias
tiene varios componentes que se deben tomar en cuenta en caso de las bacterias
gram negativas como es la pared celular, compuesta por membrana externa la
cual es una barrera permeable, las porinas son canales de la membrana las
cuales permiten el transporte de nutrientes y sustancias dentro de la célula.
Lipopolisacaridos, que se encuentran en la superficie de la célula, son las
responsables de la formacion de endotoxinas de la propia bacteria. Por otro lado
la capa de Peptidoglicano es un polimero de Acido N-acetil muramico y N-acetil
Glucosamida que se encuentran entrelazados entre si. Se la conoce como la
envoltura de mureina o pared celular la cual es encargada de la rigidez de la
célula localizadas dentro del espacio periplasmico, aqui se encuentran las

proteinas de enlace para sustratos especificos y enzimas.

Por ultimo se encuentra presente la membrana citoplasmica, la cual rodea el
citoplasma de la célula, que contiene fosfolipidos y proteinas, muchas de estas
son eximas encargadas del metabolismo celular, dentro de esta también se
encuentran diferentes organelos de la célula como ribosomas, plasmido (Coyle,
2005)
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Las bacterias gram-positivas tienen una pared celular la cual esté integrada por
una capa gruesa de peptidoglicano en comparacion con las bacterias gram
negativas en las cuales la capa de peptidoglicano es mas delgada con una capa
externa y presenta lipopolisacaridos, a diferencia de las bacterias gram positivas
en donde se encuentran los acidos lipotecoicos, estos cumplen con una funcién
especifica, la cual es estabilizar la pared celular y actian también como

antigenos de superficie (Pirez, 2002).

La capa de peptidoglicano de la pared celular es de gran importancia ya que
tiene un papel importante en la supervivencia de la bacteria, algunas bacterias
gram positivas son capaces de formar esporas en condiciones de estrés aun
cuando se encuentren con limitado recurso de carbén y oxigeno. Estas esporas
son capaces de permitir a las bacterias sobrevivir en condiciones extremas
(Frank, 2009).

2.3.1 Staphylococcus Aureus

Es considerada una bacteria gram positiva que pertenece a la familia
Micrococcaceae, los cuales se observan en forma de racimos con aspecto
esférico y diametro alrededor de una micra, se consideran microorganismos
catalasa positivos. Principalmente es una bacteria que se encuentra en la
nasofaringe y zonas hiumedas como en pliegues de la piel. Este microorganismo
posee varios factores de virulencia, aunque a pesar de esto puede habitar en el
huésped siendo parte de su flora normal sin ocasionar dafio alguno. Al ser
considerada una bacteria gram positiva, la misma estd conformada por una
pared gruesa de peptidoglicano, cuyo principal objetivo es conservar la firmeza

de la pared de la bacteria y también su resistencia osmética (Seija, 2004).

En casos de patogenia, la membrana celular de esta bacteria contribuiria con el

desencadenamiento de la inflamacion a través de la activacion del sistema del
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complemento, atrae leucocitos polimorfonucleares (PMN) y estimulante de la
produccion de anticuerpos. Cierto tipo de cepas de S. Aureus poseen receptores
de colageno vy fibronectina los cuales proporcionan a la célula una mayor
capacidad de adhesion al tejido a colonizar. Por otro lado, en la pared celular de
estos microorganismos se hallan también una proteina caracteristica a la cual se
la denomina como proteina A, ésta puede fusionarse a la porcion Fc de las
inmunoglobulinas G, lo cual lo convierte en un factor de virulencia porque

interfiere con la ingestién de los organismos a cargo de los PMN (Seija, 2004).

2.3.2 Staphylococcus Aureus Resistente a Meticilina

Staphylococcus aureus resistente a meticilina es una bacteria gram positiva de
la familia Micrococcaceae, con la diferencia a Staphylococcus aureus que este
microorganismo ha adquirido una mutacion en un gen que lo convierte resistente
a la meticilina y a los demés antimicrobianos de la familia de los betalactdmicos.
Los antibidticos betalactamicos tienen como principal funcion intervenir en la
sintesis de la pared celular inactivando las proteinas de unién a penicilina (PBP),
estos antimicrobianos debilitan la pared celular y las bacterias se vuelven mas
fragiles y faciles de destruir. Esta bacteria ha sido capaz de adquirir una
modificacion en el gen llamado mecA el cual codifica a la proteina PBP2 con
union a la penicilina, esta proteina confiere resistencia completa a los
betalactAmicos. Esta proteina anteriormente mencionada posee una afinidad
muy baja a los antibidticos betalactamicos y se relaciona directamente con el
ensamblaje de la pared celular cuando las proteinas PBP normales son
inactivadas por los antimicrobianos betalactdmicos (OIE, 2011).

Este mecanismo sefialado, concede al microorganismo resistencia absoluta
contra penicilinas semi sintéticas como Meticilina y Oxacilina, también
Cefalosporinas de primera y segunda generacion, todo el grupo que abarca a los

antimicrobianos betalactamicos, Cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
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incluyen también los Carbapenems; esta resistencia puede extenderse también
a las familias de antibidticos de Quinolonas y Lincosamidas. Algunas cepas de
Staphylococcus aureus han disminuido su sensibilidad a meticilina por un mayor
grado de produccién de beta lactamasas o0 estas mismas en contra meticilina

especificamente (Echevarria & Iglesias, 2003).

2.3.3 Staphylococcus Epidermidis

Esta bacteria forma parte de la flora natural de la piel, a diferencia de S. Aureus
éste es un microorganismo caracterizado por ser coagulasa- negativo. Este
microorganismo es capaz de formar una biopelicula, la cual inicia con la
adherencia del agente microbiano a los materiales y a continuacion la formacién
de la biopelicula, donde se encuentran aglomeraciones de bacterias en una
matriz extracelular. Esta biopelicula es una barrera la cual protege a los
microorganismos de los elementos de defensa del propio huésped y proteccion
de los antibidticos. En la formacion de las biopeliculas anteriormente
mencionadas, se encuentran intimamente relacionadas proteinas y
exopolimeros, el mas conocido es el exopolimero PIA el cual contribuye a la
formacion de la biopelicula e inhibe la fagocitosis. Por otro lado, en recientes
estudios se ha comprobado también la presencia de Modulinas solubles en Fenol
(PSMs) ademas de contribuir con la formacion de la biopelicula, poseen actividad
litica frente a leucocitos y eritrocitos. Los &cidos teicoicos también forman parte
de este microorganismo, los cuales contribuyen en la adhesion y colonizacién
de la bacteria (Baos, 2017)

Los microorganismos del género Staphylococcus poseen varias caracteristicas
gue los distinguen entre especies aunque todas poseen cierto tipo de
determinantes de patogenicidad y diferentes tipos de patogenia. En cuanto a los
determinantes de patogenicidad constan los elementos de la pared celular,
enzimas y toxinas. En las bacterias del género Staphylococcus mencionadas
anteriormente, se caracteriza a S. Aureus como catalasa- positivo y a S.

Epidermidis catalasa- negativo, esta enzima es la encargada de la inactivacion
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de los sistemas de ingestion de los leucocitos polimorfonucleares. Existen otras
enzimas como coagulasa, la cual cubre la célula de fibrina convirtiéendola mas
resistente a la opsonizacion y fagocitosis. Las estafiloquinasas, son las
encargadas de la degradacién de la fibrina. Hialuronidaza, hidroliza la matriz
intracelular de los tejidos. Lipasa, permite a la bacteria repartirse por los tejidos

cutaneos y subcutaneos (Seija, 2004).

Las bacterias del género Staphylococcus también producen diferentes tipos de
toxinas, como las hemoliticas: a, B, y y 9, leucocidina, exfoliatinas, toxina de
shock téxico (TSST-1) y enterotoxinas. De las anteriormente mencionadas las
hemolisinas son toxinas citoliticas que actian en una gran diversidad de células
y las enterotoxinas, exfoliatinas y TSST- 1 actlan como un superantigeno, esto
quiere decir que pueden activar la mediacion de Linfocitos T sin la presencia de
las células presentadoras de antigeno, esto conlleva a la liberacion de citoquinas
(Seija, 2004).

A diferencia del S. Aureus la bacteria S. Epidermidis no posee la capacidad de
la formacion de toxinas, se describe la formacion de TSST-1 y enterotoxinas en
conjunto con la presencia de PSMs anteriormente mencionadas, con actividad
citolitica en bajas cantidades en comparacién con las toxinas de S. Aureus
(Baos, 2017).

2.3.4 Streptococcus Agalactiae

Microorganismo también conocido como estreptococo [3-hemolitico, es un coco
gram positivo caracterizado como catalasa y oxidasa negativo, bacteria
anaerobia facultativa. Este se encuentra en el grupo B por la composicion de sus

antigenos de la membrana celular (De la Rosa & de Cueto, 2013).

Este microorganismo al ocasionar mastitis bovina produce una inflamacion que

bloguea los conductos lo cual provoca una reduccion en la produccion de la leche
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y un incremento en la presencia de células somaticas. Esta bacteria en esta
patologia produce bajos niveles de enzimas y toxinas haciendo que el
microorganismo posea una alta sensibilidad hacia los antibidticos, por esta razén
su infeccién puede ser facilmente controlada. Productos intramamarios con
amoxicilina, penicilina y eritromicina pueden ser eficaces hasta un 95% (Aguilar
& Alvarez, 2019).

2.4 Pruebas de Susceptibilidad antimicrobiana

Existen varios métodos a través de los cuales se puede valorar la actividad
antimicrobiana de cierto tipo de farmacos o sustitutos de los mismos, para estas
valoraciones se describen diferentes técnicas de laboratorio las cuales cumplen
con ciertos protocolos a seguir para la obtencion de un resultado confiable. A
continuacion se describiran ciertos métodos de evaluacion antimicrobiana

existentes para los microorganismos.

Los antimicrobianos poseen diferentes caracteristicas y métodos de accion para
inhibir el crecimiento de los patdgenos existentes en infecciones. Estos tienen
una principal categorizacion entre bactericidas los cuales desencadenan
mecanismos que causan la muerte celular de las bacterias a diferencia de los
bacteriostaticos que solo inhabilitan el crecimiento y la multiplicacion de
bacterias. Los antimicrobianos poseen diversas capacidades para inhibir o
eliminar a los microorganismos causantes de las infecciones, es por esto que se
clasifican segin su método de accién. Existen agentes que son capaces de
intervenir en la elaboracion de la pared celular, inhibicion de la sintesis de
proteinas, intervencion en la sintesis de los acidos nucleicos o inhibicion de las

rutas metabolicas (Cavalieri, 2005).
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2.4.1 Prueba de difusion por disco

Segun el género del microorganismo que se va a utilizar para la inoculacién del
mismo se debe seleccionar el tipo de agar a emplear. En primer lugar se debe
realizar la preparacion del medio de cultivo, verter el mismo en las placas y dejar

secar en estufa o dependiendo de los protocolos del producto (EUCAST, 2012).

Para la prueba de difusién por disco se debe seleccionar las colonias que se van
a utilizar, se recomienda el uso de las colonias aisladas de la placa, preparacion
y estandarizacion de la suspension del in6culo, se realiza por suspension directa
de los in6éculos o a través de la fase logaritmica de crecimiento. La suspension
directa de los indculos consiste en suspender las colonias en caldo y ajustar la
turbidez del in6culo en relacion con el estandar 0,5 de McFarland. Por otro lado,
el método de fase logaritmica se basa en la incubacién del microorganismo para
posteriormente ajustar la turbidez de la misma. Posteriormente se realiza la
inoculacion de la placa, con el apoyo de un hisopo o asa se toma la muestra de
la bacteria y se inocula en toda la placa asegurandose que quede cubierta por
completo con el microorganismo, después se procede a la colocacion de los
discos de antimicrobianos, debe asegurarse que cada disco se encuentre en
completo contacto con toda la superficie del agar y posteriormente se incuba la
placa. Luego de la realizacién de todos los pasos se procede a medir las zonas

de inhibicion a través de luz reflejada o luz transmitida (Cavalieri, 2005).

2.4.2 Pruebas CIM, Concentracion Minima Inhibitoria

Esta prueba antimicrobiana tiene como principal fundamento identificar cual es
la minima concentracion de farmaco que se necesita para inhibir la multiplicacion
y producciéon del crecimiento de una cepa bacteriana. Para esta prueba se

pueden utilizar paneles de microdilucién y diluciones en agar (Cavalieri, 2005).
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Ademds, la prueba de concentracibn minima inhibitoria muestra también la
cantidad minima de cualquier sustancia que se utiliza para la inhibicion del
crecimiento bacteriano aparte de farmacos antimicrobianos, los resultados
obtenidos del test muestran si la bacteria es sensible, intermedio o resistente
hacia el farmaco o sustancia utilizada. Si el resultado es sensible significa que el
crecimiento del organismo es inhibido por la concentracion de la sustancia a
dosis normales; intermedio significa que el crecimiento es inhibido por la dosis
maxima recomendada y resistente el organismo no presenta inhibicion en su
crecimiento en cualquiera de las cantidades de la sustancia. Las interpretaciones
anteriormente mencionadas son establecidas por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (IDEXX, 2019).

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son de gran importancia en el uso
de la medicina ya que éstas permiten la correcta administracion de farmacos
segun el curso de la enfermedad y el tipo de microorganismo presente, se
recomienda siempre recolectar muestras y analizarlas en el laboratorio para
saber cual es el organismo al que se debe la infeccibn y si éste posee cierto
tipo de resistencia hacia algun farmaco, con estas pruebas se pueden
seleccionar los farmacos correctos para el tratamiento de cada microorganismo

presente (Herrera, 1999).
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CAPITULO Ill. Materiales y Métodos

3.1 Delimitacion Geografica

El ensayo experimental se realizé en el Laboratorio de Investigacién de la
Universidad de las Américas Quito, se encuentra ubicado en la sede Queri,
ubicada en la calle José Queri entre Av. De los Granados y Av. Eloy Alfaro, Quito-

Ecuador.

3.2 Poblacion y Muestra

Al ser un estudio experimental que se realiza en un laboratorio con miel de abeja,

la poblacion utilizada representa la miel de abeja de Melipénidos del Ecuador.

Se analizaron 10 muestras de miel de Melipénido recolectadas en tres regiones
del Ecuador (Costa - Sierra - Oriente), las cuales fueron donadas por
meliponicultores artesanales que se encuentran registrados en el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia en frascos estériles y se almacenaron a 4 °C para su
posterior analisis. Las muestras de miel son provenientes de 5 provincias y
fueron codificadas segun su provincia (Tabla 1). Las muestras de miel se van a
analizar en diferentes concentraciones de 20%, 15%, 10%, 8%, 5% y 3% cada

muestra respectivamente.

Tabla 1

Codificacidon de muestras de miel

Provincia Cédigo N°
El Oro OR 2
Los Rios LR 3




Pastaza PS

Loja LO
Tungurahua- Rio Negro RN
TOTAL

3.3 Materiales

3.3.1 Materiales de Oficina

- Computadora

- Resultados de MIC por espectrofotometria

3.3.2 Materiales de Laboratorio

- Gradilla

- Pipeta

- Micropipeta

- Espatula

- Cucharilla

- Pipeta

- Mechero de alcohol
- Vaso precipitado

- Papel aluminio

- Tubos de ensayo

- Tubos Falcon

- Tubos Eppendorf

- Frasco graduado

- Placas de microtitulacion
- Puntas desechables
- Guantes de Nitrilo

- Gafas de proteccion
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3.3.3 Equipos de Laboratorio

- Balanza

- Agitador Vortex

- Refrigerador

- Autoclave

- Incubadora con agitacion (311DS Environmental Shaking Incubator,
Labnet International, USA)

- Estufa

- Lector de microplaca (BioTek SynergyTM HT, Agilent Technologies,
USA)

- Espectrofotdmetro portatil (Spectroquant® Colorimeter Move 100, Merck,
Germany)

- Computador

- Cabina de Bioseguridad

3.3.4 Insumos de Laboratorio

- Medio de enriquecimiento liquido Tryptic Soy Broth (TSB, BD™, USA)
- Buffer Fosfato de potasio basico (KH2P0O4) 50Mm. pH 6.5

- Penicilina G Saodica (150 mg) USP

- Agua MiliQ

- Alcohol 70% y 95%

- Etanol 70% y 95%

- Cloro1% vy 5%

- Jabon

- Miel de abeja Melipona

3.3.5 Bacterias utilizadas

- Staphylococcus aureus (Codigo ATCC: 25923)
- Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Codigo: 333)



- Staphylococcus epidermidis cepa silvestre

- Streptococcus agalactiae cepa silvestre

- Caldo de conservacion Tryptic Soy Broth (TSB)

3.4 Variables
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En el estudio experimental que se llevo a cabo se tomaron en cuenta las

siguientes variables las cuales se describen en la Tabla N°2.

Tabla 2

Variables del estudio

Variables Tipo finicion Indicador Unidad de item Instrumento
de medida
variable
Diluciones Cuantitativa Cantidad de % de mielen % Cantidad en Medicion
de miel Dependiente  miel con la mililitros directa
respecto a la dilucion.
cantidad de
Buffer
Absorbancia Cuantitativa  Cantidad de luz se mide enla Absorbancia Cantidad de Medicion
Independiente que pasa a intensidad luz directa
través del de luz que
pocillo pasa a través
de la sustancia
Dilucién Cuantitativa Dilucion de Concentra cion g/ml Conce Medicién
antibiético  Independiente antibiotico en del ntracié nen directa
diferentes farmaco en % o g/ml
concentraciones gramos
MIC Cuantitativa La Dilucion de la % de miel % dilucion de Medicién
Independiente concentracion  sustancia miel directa
mas baja de donde se

una sustancia presenta

capaz de inhibir inhibicién en el
el crecimiento  crecimiento del
de un microorganismo
microorganismo
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Especie
Bacteriana

Cualitativa
Independiente

Cepas que
comparten
propiedades
estables que
difieren de
forma

significativa a

otras cepas

Caracteristicas % similitud

morfolégicas

% similitud de Medicién
de las caracteristicasdirecta
propiedades morfoldgicas

de cada cepa

3.5 Metodologia

A continuacion, se describird paso a paso la metodologia y los protocolos que se

realizaron para las diluciones de la miel de abeja, antibiético y la prueba de la

concentracion minima inhibitoria (MIC).

3.5.1 Dilucion de miel

Para las 10 muestras se rotularon microtubos de 1.5 ml (tubos Eppendorf) con el

cbdigo de cada miel y su dilucién, obteniendo en total 60 microtubos rotulados;

6 de cada muestra. Se utilizaron mieles puras, las cuales se pesaron en las

diferentes concentraciones en microtubos de 1.5 ml en una balanza. Las mieles

fueron pesadas segun la dilucién de cada muestra (Tabla 3).

Tabla 3

Pesaje de miel segun dilucién y volumen de buffer

Dilucibn  Gramos Volumen  Volumen
(ul) Buffer (ul)
20% 0.200 200 800
15% 0.150 150 850
10% 0.100 100 900
8% 0.80 80 920
5% 0.50 50 950
3% 0.30 30 970
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Después del pesaje de las muestras de miel se resuspendieron en un buffer de
potasio basico KH2PO4 (50Mm. pH 6.5). En una cabina de bioseguridad con
micropipetas se resuspende las muestras de miel con el buffer segun la dilucion
de las mismas para completar el mililitro del microtubo, ver tabla 3.
Posteriormente, las mieles resuspendidas se mezclan en el agitador Vortex para

una correcta dilucion de la misma.

3.5.2 Dilucién antibiético

Para la dilucion del antimicrobiano se revisaron los puntos de corte de la
Penicilina segun el manual CLSI para las cuatro bacterias en estudio (Tabla 5).
Los puntos de corte del antibiético son la concentracién minima del compuesto
gue inhibe el crecimiento bacteriano, mediante las cuales se puede determinar a

la bacteria como sensible o resistente (Canton, 2013).

Tabla 4

Puntos de corte Penicilina

Microorganismo Punto de corte

Sensible Resistente
j&i‘gﬂg'ococcus <0.12 ug >0.25 ug
MRSA <0.12 ug =2 0.25 ug
S. Epidermidis <0.12 yg = 0.25 pg
S. Agalactiae <0.12 ug = 0.25 ug

En 2 microtubos de 1.5 ml se rotularon las dos diferentes concentraciones del

antibiotico y se pes6 en una balanza 0.12 ug y 0.25 pg respectivamente de



32

Penicilina G Sodica (150mg), luego en una cabina de bioseguridad se diluyo6 el

compuesto en 1 ml de agua MiliQ y se realizé agitacion con el agitador Vortex.

A continuacién en un tubo Falcon se colocé con una pipeta 10 ml de Agua MiliQ
donde se rotularon con las concentraciones respectivas del antimicrobiano 0.012
ug/mly 0.025 ug/ml posteriormente se dispenso el antibiotico diluido en los tubos

Falcon. Se almacenaron las muestras a 4°C.

3.5.3. Cultivo de microorganismos

Se inocularon cuatro microorganismos Staphylococcus aureus (cédigo: 25923),
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (cédigo 333), Staphylococcus
epidermidis y Streptococcus agalactiae cepas silvestres. En primer lugar se
descongelaron los microorganismos que se encontraban en medio de cultivo

Brain Heart Infusion (BHI) en la cabina de seguridad.

Se prepard una solucion inactivadora compuesta por alcohol 95%, cloro 5%,
jabon liquido y agua en partes iguales, colocando en un vaso de precipitacion
para desechar las puntas las cuales se usaron para la extraccion del
microorganismo. Con wuna micropipeta se recolectaron 200 pl del
microorganismo ya descongelado y se inoculo en un tubo de ensayo con medio
liquido Tryptic Soy Broth (TSB, BD™, USA), cada microorganismo en diferentes
tubos de ensayo y se rotularon con el nombre de la bacteria. A continuacion, se
incubaron a 37°C, durante 18-23 horas en una incubadora con agitacion (311DS

Environmental Shaking Incubator, Labnet International, USA).

Posteriormente se inoculé a un nuevo tubo con medio liquido de TSB y con una
alicuota del cultivo previamente sembrado de cada microorganismo,
manualmente en el tubo con medio liquido de TSB se colocaron 200ul del cultivo
sembrado hasta obtener con el espectrofotometro a tubidez deseada con el

programa de turbidez de 0.5 en la escala de McFarland, el cual es equivalente a
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1.5 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC), de acuerdo con valores del
programa de turbidez equivalentes a 39, 40 y 41 en la escala de FAU
(Spectroquant® Colorimeter Move 100, Merck, Germany) (BD, 2005) (MDM,
2017). Al no conseguir la turbidez del cultivo deseado se agregaron 100ul mas
de cultivo sembrado y si la turbidez sobrepasaba los valores se afiadieron 100ul
de medio liquido de TSB manualmente hasta que se obtuvo la turbidez requerida,

finalmente el cultivo se inoculé en las placas de titulacion.

3.5.4 Concentracion minima inhibitoria (CIM) de miel

El método de concentracion minima inhibitoria de la miel pura se evalué de
acuerdo a los estandares internacionales (Patel, y otros, 2015), para ello se
utilizaron 10 muestras de miel en diferentes concentraciones mencionadas
anteriormente 20%, 15%, 10%, 8%, 5% y 3% y cuatro diferentes

microorganismos.

El siguiente procedimiento se realiz6 en una cabina de bioseguridad con el
cultivo bacteriano anteriormente preparado con turbidez de 0.5 en escala de
McFarland de cada microorganismo. Con una micropipeta y puntas desechables
se distribuyeron 10 ul de cada cultivo bacteriano en las placas de micro titulacién
de 96 pocillos y se afiadieron 100 ul de cada concentracion de las mieles por
duplicado en cada pocillo (Figura 4). Seguidamente, se midi6 la longitud de
onda en el lector de microplacas (BioTek SynergyTM HT, Agilent Technologies,
USA) con el programa Gen5 (Microplate Reader and Imager Software, Agilent
Technologies, USA) de cada placa con diferente microorganismo a 340 nm como
lo recomienda el manual del equipo. A continuacion se incubaron las placas a
37 °C por 18-20 horas en la incubadora con agitacion (311DS Environmental
Shaking Incubator, Labnet International, USA). Al siguiente dia se midié la
absorbancia de las ocho placas a 340 nm, y después de la segunda lectura se

desecharon las placas.
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Figura 4 Placa de microtitulacién con diluciones de miel.
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3.5.5 Concentracion minima inhibitoria (CIM) de antibiotico

Para realizar la concentracion minima inhibitoria del antibiotico, se evaluaron los
puntos de corte del antibidtico para cada uno de los microorganismos en estudio
de acuerdo a los estandares internacionales del manual CLSI (Weinstein, y otros,
2020), para ello se utilizaron 2 muestras del antibiético elegido en diferentes
concentraciones segun los puntos de corte de las cuatro bacterias para sensible

y resistente las cuales fueron 0,012 pg/mly 0.025 pg/ml.

A continuacion se realizé en una cabina de bioseguridad con el cultivo bacteriano
anteriormente preparado con turbidez de 0.5 en escala de McFarland de cada
microorganismo. Utilizando una micropipeta y puntas desechables se
distribuyeron 10 ul de cada cultivo bacteriano en las placas de microtitulacién de
96 pocillos y se afiadieron 100 ul de cada concentracion del antibiético en cada
pocillo (Figura 5), se realizaron cuatro repeticiones por bacteria y concentracion
de antibidtico. Seguidamente, se midié la longitud de onda en el lector de
microplacas (BioTek SynergyTM HT, Agilent Technologies, USA) con el
programa Gen5 (Microplate Reader and Imager Software, Agilent Technologies,
USA) de cada placa con diferente microorganismo a 340 nm como lo recomienda
el manual del equipo. Posteriormente se incubaron las placas a 37 °C por 18-20
horas en la incubadora con agitacion (311DS Environmental Shaking Incubator,
Labnet International, USA). Al siguiente dia se midio la absorbancia de las placas

a 340 nm, y después de la segunda lectura se desecharon las placas.
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Figura 5 Concentraciones de antibiético en microplacas.

3.5.6 Codificaciones

La codificacion de las muestras de miel se la realizé de acuerdo a su provincia y
namero de colmena, por ejemplo OR59 es de la provincial de El Oro y 59 es el
namero de colmena por la cual se encuentra codificada la muestra de miel, y asi

fueron codificadas todas las muestras de miel que se utilizaron para el estudio.

Para la fase estadistica del Proyecto se codificaron con nimeros las muestras
con los diferentes microorganismos y los resultados que se alcanzaron segun la
prueba de Concentracion Minima Inhibitoria para facilitar la introduccion de los
datos en el programa estadistico. Para esto se realizaron codigos expuestos en
la tabla 6.

Tabla s

Codificaciones de muestras
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cODIGOS
RESULTADO 1 CRECIMIENTO
0 MUERTE

MICROORGANISMO 1 S. Agalactiae
2 S. Epidermidis
S. Aureus
3 ATCC
4 MRSA

3.5.7 Calculo MIC

La obtencion del calculo de MIC se realiz6 a través de las mediciones del
espectrofotometro y las lecturas obtenidas. La primera lectura de las placas se
realiz6 por duplicado después de la inoculacion de la muestra de miel o
antibiotico y se realiz6 la segunda lectura un dia despues de que la placa haya

estado en incubacién con la muestra.

Con las lecturas ya realizadas se calculdé un promedio de la lectura del dia 1y
dia 2, posteriormente se rest6 el promedio del dia 1 al dia 2 y se obtuvieron los
resultados. En cada casilla de cada muestra de miel se obtuvo un nimero 1y 0
gue indicaba crecimiento y muerte respectivamente, dependiendo de los
nuameros obtenidos 1 0 0 se obtuvo la concentracion minimina inhibitoria la cual

corresponde a la dilucion donde hubo inhicion del crecimiento bacteriano.

3.5.8 Analisis Estadistico

Se realizaron analisis estadisticos descriptivos a través de tablas de contingencia
las cuales se utilizan para analizar la asociacion que existe entre dos 0 mas
variables, como las muestras de miel, bacterias y antibiético, realizadas a través
de programa estadistico (IMB SPSS).
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CAPITULO IV. Resultados y Discusion

Los resultados que se muestran a continuacion pertenecen al analisis de
Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de cuatro bacterias Staphylococcus
Aureus ATCC (cbdigo: 25923), Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(codigo: 333), Staphylococcus epidermidis y Streptococcus agalactiae cepas
silvestres. Las muestras cultivadas previamente fueron sometidas a tratamiento
con miel de abeja de melipénidos en diferentes diluciones de la misma 20%,
15%, 10%, 8%, 5% y 3% y también se sometié a las mismas bacterias al
tratamiento con el antibiético comercial de eleccion que fue la penicilina en dosis

sensible y resistente respectivamente para cada bacteria segun el manual CLSI.

4.1 Resultados MIC

La concentracion minima inhibitoria de las muestras de miel de abeja que se
observan en las tablas se describe que a partir de que de la muestra de miel se
obtenga un 0 quiere decir que desde esa dilucion de miel de abeja se presenta
la muerte del microorganismo, convirtiendo a esa dilucion a la concentracion

minima inhibitoria capaz de conseguir muerte del microorganismo en estudio.

4.1.1 MIC Streptococcus agalactiae

Tabla 6

Concentracion minima inhibitoria de la concentracién de miel en las diferentes
muestras para Streptococcus agalactiae

. 5 8 8 10 10 15 15 20 20 MIC
0] 0, 0] .
Miel = 3% 3% 5% o oy o5 95 9% 9% % % % (DILUCION)
ORS9 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 5%
OR2Z 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 150
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LR41 1 1 1 1 0 O 0 0 0 0 0 0 8%
LR40 0 O 0 0 O ©O 0 0 0 0 0 0 3%
PS15 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 10%
LR37 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 10%
LO40 1 1 1 1 0 O 0 0 0 0 0 1 >20
LO43 1 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 5%
LO53 1 1 0 1 0 O 1 1 1 1 1 1 >20
RN9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 >20

En el caso de Streptococcus agalactiae no se observé concentracibn minima
inhibitoria ya que tres de las muestras de miel LO40, LO53 y RN9 se mostraron
resistentes al microorganismo, la muestra donde mayor sensibilidad tuvo la

bacteria fue LR40 con la dilucién al 3% de miel de abeja.

4.1.2 MIC Staphylococcus epidermidis

Tabla 7
Concentracion minima inhibitoria de la concentracion de miel en las diferentes
muestras para Staphylococcus epidermidis

Miel 3% 3% 5% 5% 8% 8% 10% 10% 15% 15% 20% 20% '(\I/ID|I?_UCION)

OR59 1 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 5%
OR23 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 15%
LR41 1 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 5%
LR40 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 15%
PS15 1 1 1 1 0 O 0 0 0 0 0 0 8%
LR37 0 0O 0 O O o 0 0 0 0 0 0 3%
LO40 1 1 1 1 0 O 0 0 0 0 0 0 8%
LO43 1 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 5%
LOS3 1 1 1 1 0 O 0 0 0 0 0 0 8%
RN9 1 1 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 5%

La dilucién de miel donde se obtuvo una mejor sensibilidad bacteriana fue en la

dilucion de 3% con la muestra de miel LR37 para Staphylococcus epidermidis,
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por el contrario la bacteria mostr6 mayor resistencia frente a la muestra de miel

OR23 y LR40 donde se obtuvo el MIC con una dilucion mayor al 10%.

4.1.3 MIC Staphylococcus aureus ATCC

Tabla 8

Concentracion minima inhibitoria de la concentracion de miel en las diferentes
muestras para Staphylococcus aureus ATCC

Miel 3% 3% 5% 5% 8% 8% 10% 10% 15% 15% 20% 20% mﬁuaom

ORS®9 1 1 1 1 0 0 0 O0 0 0 0 o 8%
OR23Z 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 o 15%
IR44L 1 1 1 1 1 1 0 0o 0 O O0 o 10%
IROO 1 1 0 0 0 0 O O O O O O 5%
PS15 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 ©0 o 15%
IR 1 1 0 0 0 0 O O O 0 O O 5%
1040 1 1 1 1 0 0 0 0 ©O0 0 0 O 8%
1043 1 1 1 1 0 0 0 0 ©O0 0 0 O 8%
1053 1 1 1 0 0 0 O 0O O 0 0 O 5%
RN 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 20%

En el caso de Staphylococcus aureus se obtuvo mayor sensibilidad frente a las
muestras de miel LR40, LR37 y LO53 ya que presentaron su MIC a una dilucién
del 5% inhibiendo el crecimiento bacteriano por el contrario la bacteria present6
mayor resistencia a la miel de abeja con la muestra RN9 donde se obtuvo una

concentracion minima inhibitoria con la dilucién de miel mas alta 20%.



41

4.1.4 MIC Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Tabla 9
Concentracidon minima inhibitoria de la concentracion de miel en las diferentes
muestras para Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Miel 3% 3% 5% 5% 8% 8% 10% 10% 15% 15% 20% 20% '(VIDIﬁ:_UCION)

OrR9 1 1 1 0 0 O 0 0 0 0 0 0 5%
OrR23 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 0 0 20%
LR41 1 1 0 1 0 O 0 0 0 0 0 0 8%
LR40 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 15%
PS15 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 10%
LR37 0 1 0 O O O 0 0 0 0 0 0 5%
Lb40 1 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 15%
LO43 1 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 15%
LO53 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0 >20%
RN9 1 1 0 1 0 O 0 0 0 0 0 0 8%

La bacteria Staphylococcus aureus resistente a meticilina present6 sensibilidad
desde la dilucién de miel al 5% con las muestras OR59 y LR37 y la muestra de
miel frente a la cual el microorganismo mostré6 mayor resistencia ya que no hubo

inhibicion bacteriana fue LO53.

Las variaciones en sensibilidad y resistencia que muestran los microorganismos
frente a las distintas muestras de miel pueden deberse a la composicion de cada
miel, asi mismo como a sus propiedades dependiendo de la provincia y zona
geografica en la cual fue recolectada y otros factores como especie de abeja,
dieta, entre otros; estos datos son pertenecientes a otra investigacion.
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4.2 Resultados bivariados

4.2.1 Efecto inhibitorio de la dilucion de miel al 3%

Tabla 10

Andlisis del efecto inhibitorio de la dilucién de la miel al 3%

Crecimiento % Muerte %
S. 9 90 1 10
agalactiae
S.
epidermidis 9 90 1 10
S aureus
ATCC 10 100 0 0
MRSA 10 100 0 0
TOTAL 38 2

Las muestras de bacterias sometidas a tratamiento con la miel de abeja en una
dilucion al 3% mostraron resultados donde no existe efecto inhibitorio del
crecimiento bacteriano para Staphylococcus aureus ATCC y Staphylococcus
aureus resistente a meticilina ya que se encontré crecimiento en un 100%
respectivamente, pero por otro lado hubo muerte en una de las muestras de miel

10% para Streptococcus agalactiae y Staphylococcus epidermidis.

4.2.2 Efecto inhibitorio de la dilucion de miel al 5%

Tabla 11

Andlisis del efecto inhibitorio de la dilucién de la miel al 5%

Crecimiento % Muerte %
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iéabcﬁae 770 3 30
Sbidermidis 5 50 5 50
i_;::tgga * 7 70 3 30
MRSA 9 90 1 10
TOTAL 28 12

Las muestras bacterianas tratadas con la miel de abeja en dilucion al 5%
arrojaron resultados donde se observa una mayor sensibilidad de la bacteria
Staphylococcus epidermidis en un 50% de las muestras de miel, y también se
encontré sensibilidad a la miel de abeja en las muestras de MRSA en un 10%.
Mientras que Staphylococcus aureus y Streptococcus agalactiae presentaron

mayor resistencia frente a la miel en un 70% de las muestras.

4.2.3 Efecto inhibitorio de la dilucion de miel al 8%

Tabla 12

Andlisis del efecto inhibitorio de la dilucién de la miel al 8%

Crecimiento % Muerte %
géalactiae 6 60 4 40
Sbidermidis 110 9 0
s coo ey
MRSA 6 60 4 40

TOTAL 17 23
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Las muestras de miel de abeja mostraron un potente efecto antibacteriano donde
Staphylococcus epidermidis presentd sensibilidad en un 90% de las muestras y
hubo mayor resistencia por parte de MRSA y Streptococcus agalactiae

presentando muerte son en un 40% de las muestras de miel de abeja.

4.2 .4 Efecto inhibitorio de la dilucion de miel al 10%

Tabla 13

Analisis del efecto inhibitorio de la dilucion de la miel al 10%

Crecimiento % Muerte %

S. agalactiae 4 40 6 60
S.

epidermidis 1 10 9 90
S aureus

ATCC 3 30 7 70
MRSA 5 50 5 50
TOTAL 13 27

Valorando los resultados obtenidos de las muestras tratadas con la dilucion de
miel de melipdénido al 10% se encontrd en el caso de Staphylococcus epidermidis
mayor sensibilidad en un 90% las muestras de miel, y un menor efecto inhibitorio

de la miel en el caso de MRSA con un 50% de muerte en las muestras.



4.2.5 Efecto inhibitorio de la diluciéon de miel al 15%

Tabla 14

Andlisis del efecto inhibitorio de la dilucion de la miel al 15%

Crecimiento % Muerte %

S. agalactiae 3 30
S. epidermidis 0 0
S aureus ATCC 1 10
MRSA 1 10
TOTAL 5

7 70
10 100

9 90

9 90
35
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Los resultados obtenidos de la valoracion de las bacterias y la miel de abeja en

dilucion al 15% arrojaron los siguientes datos. La muestra bacteriana donde se

obtuvo una completa sensibilidad a la miel de abeja en un 100% de las muestras

fue con Staphylococcus epidermidis y donde hubo mayor resistencia del

microorganismo presentando muerte en 70% de las muestras fue con el caso de

Staphylococcus epidermidis.

4.2.6 Efecto inhibitorio de la dilucion de miel al 20%

Tabla 15

Andlisis del efecto inhibitorio de la dilucion de la miel al 20%

Crecimiento % Muerte

%

S. agalactiae 3 30 7
S.

epidermidis 0 10
S aureus

ATCC 0 0 10

70

100

100
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MRSA 1 1 9 90

TOTAL 4 36

La concentracion de miel al 20% fue donde se obtuvo mayor sensibilidad en un
100% en las muestras de S. epidermidis y S. aureus ATCC, por otro lado el
menor efecto inhibitorio de la miel de abeja se presentd con un crecimiento del

70% de las muestras del microorganismo S. agalactiae.

Se obtuvieron diferentes resultados donde se puede observar que cada muestra
de miel de abeja posee una diferente actividad inhibitoria frente al crecimiento de
cada uno de los microorganismos evaluados en la investigacién, ciertas
muestras de miel poseen mayor o menor efecto cuando se utilizan como
tratamiento para las diferentes especies y cepas bacterianas del estudio, asi
como cada microorganismo presenta mayor o menor sensibilidad cuando son

tratadas con la miel de abeja.

4.2.7 Relacién entre muerte y crecimiento bacteriano con la dilucion de
miel utilizada y dilucion de antibi6tico

Tabla 16

Porcentaje de crecimiento y muerte de Streptococcus agalactiae en las
diferentes diluciones de miel y antibiético

S. agalactiae

Recuento Porcentaje

3% Crecimiento 9 90%
Muerte 1 10%
5% Crecimiento 7 70%
Muerte 3 30%
8% Crecimiento 6 60%
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Muerte 4 40%
10% Crecimiento 4 40%
Muerte 6 60%
15% Crecimiento 3 30%
Muerte 7 70%
20% Crecimiento 3 30%
Muerte 7 70%
Penicilina Crecimiento 10 100%
0.12 Muerte 0 0%
Penicilina Crecimiento 10 100%
0.25 Muerte 0 0%
TOTAL 80

En el cuadro anterior se observa que el antibidtico comercial elegido para el
ensayo no tuvo efecto inhibitorio frente a la bacteria Streptococcus agalactiae,
mostrd resistencia en las dosis recomendadas para bacterias sensibles y
resistentes segun el manual CLSI. Por otro lado la mayor accion inhibitoria se

presentd en un 70% con las diluciones de miel al 15% y 20%.

Tabla 17

Porcentaje de crecimiento y muerte de Staphylococcus epidermidis en las
diferentes diluciones de miel y antibiotico

S. epidermidis

Recuento Porcentaje

3% Crecimiento 9 90%
Muerte 1 10%

5% Crecimiento 5 50%
Muerte 5 50%

8% Crecimiento 1 10%
Muerte 9 90%

10% Crecimiento 1 10%
Muerte 9 90%

15% Crecimiento 0 0%
Muerte 10 100%

20% Crecimiento 0 0%
Muerte 10 100%

Penicilina Crecimiento 10 100%

0.12 Muerte 0 0%
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Penicilina Crecimiento 10 100%
0.25 Muerte 0 0%
TOTAL 80

Las muestras de miel en dilucion al 15% y 20% mostraron una completa
efectividad de inhibicion del crecimiento bacteriano al 100% en la muestra
bacteriana contra Staphylococcus epidermidis, y se obtuvo la menor inhibicion
al 10% con la muestra de miel en dilucién al 3%. Por otro lado, se observa que
el antibidtico escogido, con la penicilina la bacteria mostro resistencia hacia el

antibiotico en las dos diluciones utilizadas.

Tabla 18

Porcentaje de crecimiento y muerte de Staphylococcus aureus ATCC en las
diferentes diluciones de miel y antibiotico

S aureus ATCC

Recuento Porcentaje
3% Crecimiento 10 100%
Muerte 0 0%
5% Crecimiento 7 70%
Muerte 3 30%
8% Crecimiento 4 40%
Muerte 6 60%
10% Crecimiento 3 30%
Muerte 7 70%
15% Crecimiento 1 10%
Muerte 9 90%
20% Crecimiento 0 0%
Muerte 10 100%
Penicilina Crecimiento 10 100%
0.12 Muerte 0 0%
Penicilina Crecimiento 10 100%
0.25 Muerte 0 0%
TOTAL 80

La tabla anterior muestra inhibiciéon bacteriana en un 100% con la dilucién de

miel al 20% frente a Staphylococcus aureus ATCC y la dilucion con menor
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efectos inhibitorios en el crecimiento bacteriano fue al 3% con un porcentaje de
0% de muerte del microorganismo. La penicilina no presentdo efectos
antibacterianos, la bacteria mostré resistencia completa hacia el antibiético en

las dosis sensible y resistente.

Tabla 19

Porcentaje de crecimiento y muerte de MRSA en las diferentes diluciones de
miel y antibiético

MRSA
Recuento Porcentaje
3% Crecimiento 10 100%
Muerte 0 0%
5% Crecimiento 9 90%
Muerte 1 10%
8% Crecimiento 6 60%
Muerte 4 40%
10% Crecimiento 5 50%
Muerte 5 50%
15% Crecimiento 1 10%
Muerte 9 90%
20% Crecimiento 1 10%
Muerte 9 90%
Penicilina Crecimiento 10 100%
0.12 Muerte 0 0%
Penicilina Crecimiento 10 100%
0.25 Muerte 0 0%
TOTAL 80

Las muestras de miel de abeja de melipénido no llegaron a su maxima inhibicion
de crecimiento bacteriano para el cultivo de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina, sin embargo se alcanzé la muerte de los microorganismos en un 90%
en el caso de las diluciones de miel al 15% y 20%. Con respecto al antibiético
comercial utilizado se encontré que al igual que las demas bacterias en estudio
MRSA posee resistencia frente a la penicilina, no se encontraron efectos

inhibitorios de esta sustancia frente al microorganismo.
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Relacionando los valores en porcentaje con respecto a la muerte y al crecimiento
de los microorganismos con las diluciones de miel de abeja y antibi6tico
respectivos se encontraron ciertas diferencias entre las bacterias y su respuesta
frente al tratamiento de las diferentes diluciones de miel de abeja, y del antibiético
escogido, la penicilina. Se encontré dentro de todas las muestras de las cuatro
bacterias en estudio que el antibidtico elegido no posee efectos inhibitorios en el
crecimiento bacteriano, sino que las muestras bacterianas son resistentes a
dicha sustancia. Valorando los efectos antibacterianos de la miel de abeja se
obtuvieron resultados donde ciertas diluciones poseen mayores efectos
inhibitorios que otras diluciones y también dependiendo de la bacteria en estudio,
la bacteria con mayor sensibilidad a la miel de abeja fue Staphylococcus
epidermidis y la que presentd mayor resistencia fue Staphylococcus aureus
resistente a meticilina. Para concluir todas las diluciones de la miel de abeja
poseen efectos inhibitorios sobre el crecimiento, cada una en diferentes

porcentajes.
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4.3 Discusion

Los resultados obtenidos en la investigacibn mostraron poca inhibicion
bacteriana con la dilucion de miel de abeja al 3%, solamente se encontrd
inhibicién en el 10% de las muestras de miel. En un estudio se presentaron
resultados de una dilucion de miel al 5,6% donde la actividad microbiana
disminuye en comparacion con la dilucion de 90% (Gamboa & Figueroa, 2009).
Por otro lado, utilizando una concentracién de miel de abeja Apis mellifera en
una dilucion al 30%, encontrd desarrollo abundante de las colonias bacterianas
(Becerra, Cabrera, & Solano, 2016). A través de la prueba de concentracién
minima inhibitoria se obtuvo la concentracion minima de miel de abeja para
inhibir el crecimiento bacteriano el cual en una dilucion al 2,88% y 2,89% inhibia
el crecimiento de distintos tipos de miel (Cooper & Molan, 1999). Dependiendo
de los microorganismos utilizados las mieles correspondientes a diluciones

menores no presentan un gran efecto inhibitorio del crecimiento de las bacterias.

Los resultados obtenidos con el tratamiento de miel en dilucién al 5% mostraron
que la miel posee efecto inhibitorio en las muestras bacterianas no mayor al 50%
de muestras. En un estudio con muestras de miel de Apis mellifera de cuatro
diferentes zonas en Zulia, se mostraron resultados bacteriostaticos de la dilucion
de muestra al 5% con cierto tipo de bacterias como Escherichia coli (Cabrera,
Ojeda, Céspedes, & Colina, 2003). De igual manera otro estudio reveld que la
dilucion al 5% de la miel de abeja muestra resultados de inhibicion en el
crecimiento bacteriano en menor cantidad que diluciones mas altas (Cooper &
Molan, 1999). En comparacion con los estudios realizados anteriormente y la
presente investigacion se muestra que la dilucion al 5% de miel de abeja posee
efectos inhibitorios en el crecimiento, bacteriostaticos mas que bactericidas, ya
gue con esta dilucién de miel no es posible obtener resultados de muerte de los

microorganismos al 100%.
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La dilucion de miel de abeja al 8% en estudio mostré mayores efectos inhibitorios
en la bacteria Staphylococcus epidermidis mas que en los demas
microorganismos, se obtuvo muerte en un 90% de las muestras. Un estudio
realizado en Costa Rica sobre actividad antimicrobiana de mieles de abeja para
la inhibicién de crecimiento bacteriano arroj6 resultados con distintas diluciones
de miel, una de ellas al 6,25% la cual no tuvo éxito en la inhibicion de crecimiento
en seis tipos de bacterias diferentes aunque utilizando la concentracién maxima
al 100% de la miel, ésta obtuvo resultados con un mayor porcentaje de inhibicién
de las bacterias (Estrada, Gamboa, Chavez, & Arias, 2005). Se demostré
también en otro estudio que a través del MIC la miel de abeja posee capacidad
inhibitoria del crecimiento bacteriano a una diluciéon del 6,25% (Anthimidou &
Mossialos, 2013). Comparando nuestros resultados con los demas estudios se
encuentran diferencias, ya que una dilucién de miel menor al 8% no es capaz de
obtener el efecto inhibitorio de las bacterias, esto se puede deber al tipo de
bacteria utilizada para la investigacion o por las diferencias que existen entre los
tipos de mieles de abeja que son provenientes de distintas zonas o distintos tipos

de abeja.

En la investigacion el tratamiento con miel en dilucion al 10% mostro resultados
positivos en comparacion con la diluciéon de miel de abeja al 8%, hubo mayores
efectos inhibitorios en las muestras bacterianas. Un estudio en el que se utilizé
miel de Manuka y siete muestras de microorganismos mostraron resultados de
los cuales se obtienen las diluciones de miel indicadas para una inhibicién media
de crecimiento, la cual varia entre 0% y 9% y para una completa inhibicion de
las mismas se requiere una concentracién entre 4% y 9% lo que difiere en los
resultados de esta investigacion, ya que en la dilucién al 10% de nuestras
muestras de miel de abeja se obtiene muerte de las muestras bacterianas no
completamente sino en un 67% (Willix, Molan, & Harfoot, 1992). En un estudio
realizado con miel de abeja Apis mellifera y miel de abeja sin aguijon, se
encontré que las muestras de miel de abeja con aguijén a una dilucion del 12,5%
presentaba menor muerte que las abejas sin aguijon a través de pruebas en
platos con agar sembrados con las bacterias y en las pruebas MIC se

encontraron los mismos resultados donde la dilucién para la inhibicion del
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crecimiento bacteriano fue de 6,25% en los dos tipos de miel (Ewnetu & Lemma,
2013). La miel de abeja sin aguijon en una dilucion al 12,5% tiene mayores
efectos inhibitorios que la miel de abeja con aguijon, nuestros resultados poseen
también efectos inhibitorios y se puede observar esto en la muestras en dilucién
al 10% en diferencia al estudio realizado con miel en dilucién al 10%, esto quiere
decir que las muestras de miel utilizadas en esta investigacion poseen mejor
efecto antibacteriano dependiendo de factores como la zona de cosecha de la

miel asi como también del tipo de abeja de la cual es proveniente la miel.

Otra investigacion realizada con nueve muestras de miel de abeja de India
mostraron resultados a través de pruebas de concentracion minima inhibitoria
donde se evalu6 que las muestras de miel unifloral tuvieron mayor éxito al inhibir
el crecimiento bacteriano en diluciones de hasta el 15%, las demas muestras de
miel mostraron inhibicion pero en menor cantidad (Deshpande & Kulkarni, 2010).
Un estudio para evaluar la actividad antimicrobiana de la miel de abeja frente a
microorganismos causantes de mastitis revelé que la concentracibn minima
inhibitoria para el crecimiento de las bacterias fue con la dilucion de miel al 14%,
esto ocurrié con el 40% de las cepas sensibles hacia la miel de abeja (Rodriguez
[.,2012). Un estudio donde se utilizaron varios tipos de miel para observar su
capacidad antimicrobiana dieron como resultado que la miel de Manuka a una
dilucion del 12,5% presentaba inhibicion en el crecimiento bacteriano y la miel
de Tualang presentaba la concentracion minima para inhibicion a una dilucién
entre el 8,75% al 25% de dilucion de la misma (Mandal & Mandal, 2011). Los
resultados de las diferentes investigaciones se relacionan a este ensayo ya que
las muestras de miel de abeja en dilucién a 15% tuvieron excelentes resultados
frente a un efecto inhibitorio en el crecimiento de las bacterias utilizadas
relacionadas con la presentacion de mastitis, poniendo como principal ejemplo a
Staphylococcus epidermidis la cual inhibié por completo su crecimiento con esta
muestra de miel. Se puede decir que mientras la dilucion de la miel de abeja sea
mayor existe mayor efecto inhibitorio de los microorganismos que estén

expuestos al tratamiento con miel.
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Existe un estudio realizado con muestras de miel de abeja sin aguijon que arrojo
resultados sobre la actividad antimicrobiana de la misma, donde se encontro
gue los efectos inhibitorios de la miel eran efectivos a través del uso de la miel
pura y su dilucion al 25% (Zamora & Arias, 2011). En otro estudio una dilucion
de miel de abeja al 20% mostré resultados de crecimiento escaso de los
microorganismos en comparacion con la muestra de miel pura al 100% la cual
inhibié el crecimiento total de las bacterias (Efem, Udoh, & lwara, 1992). Se
realizé un estudio experimental en el cual se utilizd6 miel de abeja intramamaria
para el tratamiento de mastitis subclinica en diferentes concentraciones, la miel
utilizada en dilucion al 30%, el primer muestreo realizado a las 24 horas después
de la aplicacion del tratamiento mostré que el 100% de los cuartos mamarios en
tratamiento disminuyeron su carga bacteriana en un 56% de la carga inicial y a
los 7 dias post tratamiento presentaron 73% de disminucién de la carga
bacteriana inicial en el 90% de los cuartos en tratamiento, el otro 10%
aumentaron su carga bacteriana (Ordofiez, 2015). Los resultados de la
investigacion presente con las muestras de miel en dilucion al 20% poseen
resultados bastantes similares ya que la miel de abeja sin aguijon en dilucién al
20% tiene efectos inhibitorios positivos frente al crecimiento de las bacterias, asi
mismo como muestras bacterianas con miel de abeja con aguijon poseen efectos
inhibitorios, en comparacion con diluciones mas altas de la miel la de 20%
adquiere menores efectos antibacterianos debido a la baja concentracion de la
miel ya que concentraciones mas altas pueden obtener mayores porcentajes de

muerte en las muestras bacterianas.

Un estudio realizado en Canada en el Western College of Veterinary Medicine
con patdgenos como S. aureus y S. pseudointermedius aislados de animales,
presentaron resistencia a la penicilina en un 31% y 8% respectivamente cada
microorganismo (Rubin, Ball, & Chirino-Trejo, 2011). Otro estudio en un hospital
de Nueva York revel6 un aumento de la susceptibilidad que presentaba
Staphylococcus aureus conforme pasaban los afios desde el 2003 al 2012
mostrando inicialmente un porcentaje de susceptibilidad del 6% - 7% hasta llegar
a un 15% en el dltimo afio (Crane, 2014). Otro estudio realizado en McGill
University Health Center en Canada con muestras de Staphylococcus aureus
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resistente a meticilina (MSSA), mostro resultados donde se observo que el 28%
de las muestras eran susceptibles a la penicilina mientras que las muestras que
mostraron resistencia al antibiético también presentaban resistencia a otros
antimicrobianos principalmente la eritromicina utilizada en el estudio (Cheng,
Cheng, & Lee, 2016). En un estudio se utilizaron cepas de estafilococos
resistentes a meticilina como marcador de resistencia hacia los antibioticos y se
observa si las mismas presentaban resistencia a penicilina y vancomicina, donde
se encontrd que las cepas de S. aureus y Estafilococco coagulasa negativo
presentaron resistencia en un 100% los dos microorganismos (Nodarse, 2001).
La resistencia bacteriana ha ido aumentando con el extremado uso de
antibioticos para las patologias, en esta investigacion se observé que los cuatro
microorganismos en estudio presentaron resistencia al antibiético utilizado, la
penicilina el 100% de las muestras bacterianas mostraron resistencia en las

dosis sensible y resistente segun el manual CLSI.

Un estudio llevado a cabo en el canton Mejia en la Hacienda Lechera Casiganda
con muestras de miel de abeja en tres concentraciones 100%, 50% y 30% para
el tratamiento de vacas con mastitis se describieron resultados donde el género
de Estreptococos spp. en el primer muestreo a las 24 horas post tratamiento
obtuvo crecimiento en las diluciones de miel al 100% y 50% y en el segundo
muestreo a las 72 horas después del tratamiento con la muestra de miel pura no
se obtuvo crecimiento de la bacteria por otro lado en la dilucion al 50% todavia
presentaba multiplicacion bacteriana (Carpio, 2018). Se utilizaron muestras de
mieles monoflorales de Quillay para evaluar la actividad antimicrobiana de la
misma, donde se observd que para el Estreptococo grupo B hemolitico, hubo
inhibicion del crecimiento de la bacteria en las dos muestras de miel y con una
menor concentracion de la miel a diferencia de Pseudomona aeruginosa también
en estudio (Montenegro, Salas, Pefia, & Pizarro, 2009). Un estudio realizado con
muestras de miel de abeja de Manuka, Honeydew y miel artificial en diluciones
al 100% para evaluar su capacidad contra bacterias patdgenas que crecen en
biofilms de heridas, se encontré una gran capacidad de las mieles naturales para
disminuir la viabilidad de la multiplicacion de las células de Streptococcus

agalactiae en un tratamiento con la miel de 48 horas (Sojka, Valachova,
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Bucekova, & Majtan, 2016). Otro estudio realizado en Suecia mostré resultados
de la bacteria Streptococcus agalactiae frente a la tratamiento de penicilina
donde no mostré resistencia a la misma pero si hubo porcentaje de resistencia
frente a tetraciclina y eritromicina (Bengtsson, y otros, 2009). Los resultados
obtenidos en este estudio muestran que las muestras de miel utilizadas poseen
efecto inhibitorio en mas del 50% de las muestras con el uso de miel en la dilucion
al 10%, nuestros resultados difieren de los demas ya que se muestra que el tipo
de miel utilizada en este estudio es mas potente contra los microorganismos de
este género debido al tipo de miel, abeja o la zona de donde provenga la misma,
por otro lado la bacteria Streptococcus agalactiae en este estudio presenta

resistencia hacia la penicilina.

En un estudio realizado con cuatro muestras de miel, una de ellas de abeja sin
aguijon y las demas de abeja Apis mellifera de Nueva Zelanda, Cuba y Kenya se
encontré la reduccion del biofilm de Staphylococcus epidermidis, S. aureus,
Streptococcus pyogenes, principalmente en las concentraciones mayores al 8%
y ademas se observo notablemente que el género M. beecheii de las abejas sin
aguijon era la miel mas efectiva para la prevencion del crecimiento del biofilm de
Staphylococcus epidermidis y poseia inhibicion de la multiplicacion bacteriana
desde la dilucién de miel al 2% en S. epidermidis (Morroni, y otros, 2018). Un
estudio para valorar la actividad antimicrobiana de la miel de abeja y pan de
abeja fue desarrollado con Staphylococcus epidermidis y S. aureus y diluciones
de miel al 50%, 25% y 10% donde se observo que de las 38 muestras de miel
utiizadas 11 de ellas no presentaron inhibicibn del microorganismo
Staphylococcus epidermidis y 5 de ellas perdieron por completo su actividad
antibacteriana después de la dilucion de miel del 25% (Baltrusaytite,
Venskutonis, & Ceksteryte, 2007). Otro estudio donde se utilizaron muestras de
miel de abeja en diferentes concentraciones mostro los porcentajes de inhibicion
de crecimiento del microorganismo Staphylococcus epidermidis, en el cual se
observo que la muestra de miel pura obtuvo un 68% de muerte, la dilucién de
75% un 24% de mortalidad, la dilucion del 50% un 16% de inhibicion de la
bacteria y por ultimo la dilucion del 25% y menor no obtuvo éxito al inhibir el

crecimiento de la bacteria (Estrada, Gamboa, Chavez, & Arias, 2005). Los
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resultados del presente estudio muestran por completo la efectividad inhibitoria
de la miel de abeja sin aguijon en la dilucién de 15% y 20% donde se muestra
100% de muerte de las muestras bacterianas, lo cual difiere de otros estudios ya
que existe inhibicion del microorganismos Staphylococcus epidermidis pero en
diluciones mas altas y una dilucion al 25% no es capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano, por otro lado en un estudio la miel de abeja sin aguijon mostro
resultados positivos en la inhibicién del crecimiento de biofilm de esta bacteria y
mostrd efectos inhibitorios a partir de la dilucién de 2%, la miel utilizada fue del
género de M. beecheii lo cual puede explicar que dependiendo de la especie de

abeja sin aguijon se obtienen mejores resultados inhibitorios con su miel.

Un estudio con 29 muestras de miel de abeja producidas en Suiza fue realizado
para caracterizar el potencial antibacterial de la misma a través de resultados de
concentracion minima inhibitoria frente a Staphylococcus aureus, donde se
revelo sensibilidad a la miel de abeja con una concentracion minima inhibitoria
de 4%, 13 de las 29 muestras dieron resultados efectivos mostrando valores MIC
debajo del 10% (Godocikova, Bugarova, Kast, Majtan, & Majtan, 2020). En un
estudio para la evaluacion de dos métodos de sensibilidad para la inhibicion del
crecimiento de microorganismos con el uso de miel de abeja al 100% de Apis
mellifera, mostré que el método de difusion del pozo de agar es mas efectivo que
el método KirbyBauer ya que se mostraron halos de inhibicién de 25mm de la
bacteria Staphylococcus aureus frente al tratamiento con miel de abeja y por otro
lado el método KirbyBauer mostro halos de inhibicion de 21mm (Montero, Vayas,
Avilés, Pazmifio, & Erazo, 2018). En un estudio en el cual se valoro la actividad
antimicrobiana de cuatro distintas mieles de abeja se encontr6 a través de
resultados de concentraciéon minima inhibitoria que la concentracién minima para
inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus se encontraba alrededor de una
dilucién del 25% de la miel de abeja (Mandal & Mandal, 2011). En el presente
trabajo se valor6é que as muestras de Staphylococcus aureus tratadas con la
dilucion de miel al 10% presentaron muerte solo en un 70% en comparacion con
la dilucion de la miel a 20% hubo completo efecto inhibitorio del crecimiento
bacteriano en el 100% de las muestras, por otro lado nuestros resultados difieren

del dltimo estudio ya que las mieles que se utilizaron tuvieron efectos inhibitorios
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sobre la diluciébn de miel de abeja al 25%. Cada miel de abeja proviene de
diferentes zonas geograficas y especies de abeja, es por esto que se pueden
obtener resultados distintos, ademas de que la dilucién de cada miel puede variar

en componentes.

Un estudio efectuado con muestras de miel de abeja de Arabia Saudi contra el
crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina mostré gran poder
antibacteriano en la cepa por el método de difusién en agar, la muestra con
mayor halo de inhibicion fue de 18 mm con la dilucion de miel al 50% (Barkaat,
Mahmoud, Ullah, Mohamad, & Shafiq, 2019). Un estudio para la valoracion de
la sensibilidad de bacterias gram positivas como MRSA a la miel de abeja donde
se utilizaron muestras de miel artificial y miel de Manuka, como resultados para
la miel artificial no se obtuvieron actividades inhibitorias de crecimiento de la
bacteria hasta con la dilucion mas alta al 30%, por otro lado el MIC de la miel de
Manuka fue la mayoria en la dilucién al 3% de la miel (Cooper, Molan, & Harding,
2002). En un estudio realizado para valorar la actividad antimicrobiana de miel
de Apis mellifera contra la bacteria Staphylococcus aureus resistente a meticilina
se utilizaron dos diluciones de miel de abeja al 100% y 50%, se valor¢ la actividad
de ésta a través de medicion de halos de inhibicion, se observaron resultados
donde el promedio de halo de inhibicion en la dilucién al 50% fue de 6.2 mm y
en la muestra pura al 100% fue de 10.55 mm, la ultima dilucion tuvo inhibicién
de crecimiento con mayor significancia (No€, 2015). En un estudio con mieles de
Etiopia donde se evaluaron mieles de abejas con y sin aguijon para la inhibicién
de crecimiento de Staphylococcus aureus resistente a meticilina, se encontrd
gue hubo gran inhibicion con las muestras diluidas al 50% con un valor de MIC
al 6.25% siendo la miel de abeja sin aguijon con mayor inhibicion del crecimiento
bacteriano, como control también se realizaron pruebas de difusién en disco con
antibioticos y se vieron como resultados resistencia del microorganismo hacia
tetraciclina y meticilina, por otro lado se observé un halo de inhibicion de 10 mm
hacia la amoxicilina (Ewnetu & Lemma, 2013). Los resultados obtenidos en el
presente estudio muestran que la miel utilizada posee efectos inhibitorios a partir
de la dilucién de 5%, donde en otros estudios se ha utilizado la miel de abeja en

diluciones més altas para la obtencion de un efecto inhibitorio en el crecimiento
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bacteriano. Esto quiere decir que el tipo de miel utilizada en este ensayo posee
una mejor calidad con respecto a sus componentes capaces de actuar como
antibacterianos en relacion a otras mieles utilizadas para la misma bacteria
Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Por ultimo se encontré que esta
bacteria ha desarrollado resistencia hacia antibiéticos como tetraciclina y
meticilina, en el presente estudio se observd que la bacteria posee también

resistencia al antibiotico del estudio, la penicilina.
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4.4 Limitantes

Familiarizacion con normas y procedimientos del Laboratorio de
Investigacion, acatamiento de las normas segun cada investigacion y la
confidencialidad de los procedimientos utilizados asi como de los
resultados obtenidos en cada ensayo, también realizar un
reconocimientos de todos los insumos que se utilizan en cada uno de los
procedimientos dependiendo del tipo de ensayo que se quiera realizar y
las normativas para realizar los pedidos de insumos o0 equipos que se
requieran utilizar segun el calendario previamente organizado por los

coordinadores del laboratorio.

Capacitacion sobre el funcionamiento y protocolos de uso de cada equipo
a utlizar en la investigacion, realizar una induccion con el personal
capacitado del laboratorio para obtener mayor informacion sobre el uso
de cada equipo en los diferentes ensayos y sobre el uso de los insumos
0 sustancias que se deben utilizar con cada uno asi mismo sobre el
correcto desecho de sustancias peligrosas con desechos bioldgicos o

toxicos para las personas.

Uso y mantenimiento de la bioseguridad en las distintas areas del
laboratorio por escasa vestimenta de cada area. Dentro del laboratorio en
cada &rea se debe utilizar vestimenta especifica de acuerdo a los trabajos
que se vayan a realizar, es por esto que es de suma importancia el
mantenimiento de la bioseguridad en todos los espacios y dependiendo
del trabajo a realizar utilizar todos los implementos adecuados para evitar
contaminaciones cruzadas entre areas y agentes que pueden ser

trasladados por los investigadores.

Las muestras de miel de abeja de las diferentes provincias no pudieron
ser analizadas en este estudio, ya que forman parte de otra investigacion
y otro tipo de informacion el cual se basa en la identificacién de cada miel
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y del tipo de especie de abeja de la cual se obtuvo esa muestra especifica

de miel.
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CAPITULO V. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se utilizaron los microorganismos  Streptococcus agalactiae,
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus para el estudio ya
que son microorganismos que se encuentran directamente relacionados
y presentes en la manifestacion de mastitis bovina, por otro lado se
seleccioné una cepa patdgena Staphylococcus aureus resistente a

meticilina para la comparacion con el uso del antibiético en estudio.

Las diluciones de miel de abeja preparadas tuvieron distintos efectos
antibacterianos frente a los microorganismos donde se observé que para
Streptococcus agalactiae la diluciéon con mayor efecto antibacteriano fue
la de 20% vy la dilucion con menor efecto fue la de 3%. Para
Staphylococcus epidermidis la dilucibn mas potente fue desde 15% donde
y la dilucion de miel menos potente fue de 3%. En el caso de
Staphylococcus aureus ATCC la dilucion con mayor inhibicion del
crecimiento fue de 15% y 20% vy la dilucion con menor efecto fue de 3%.
Por ultimo, con la bacteria Staphylococcus aureus resistente a meticilina
la dilucién con mayor efecto fue de 20% y la dilucidbn menos efectiva frente
a la inhibicion fue la de 3%. Concluyendo, la bacteria con mayor
sensibilidad a la miel de abeja fue Staphylococcus epidermidis y la mas

resistente fue Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Al valorar la actividad antimicrobiana de la miel de abeja de meliponidos
en comparacion a la penicilina se encontrd que la dilucién que tuvo mayor
efecto inhibitorio del crecimiento bacteriano fue la de 20% en las cuatro
bacterias en estudio encontrando que la mas sensible fue S. epidermidis
y la mas resistente MRSA en relacion a las dosis sensible y resistente del
antibiotico donde se obtuvo resistencia por parte de todos los

microorganismos del estudio.
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La miel de abejas sin aguijon (melipdnido) posee mayores efectos
antimicrobianos en relacion con el antibiotico en estudio, la penicilina. La
sensibilidad de los microorganismos utilizados frente al antibiético fue nula
en comparacion con la respuesta de inhibicion de las bacterias con el
tratamiento de la miel de abeja en diferentes diluciones. Es por esto que
los resultados de esta investigacion demuestran la posibilidad del uso de
miel de abeja como alternativa al uso de la penicilina para el tratamiento
de estos microorganismos relacionados a la mastitis bovina ademas que
las diluciones tan bajas de la miel de abeja son factibles para su

realizacion y tratamiento de las bacterias.
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5.2 Recomendaciones

Realizar el estudio con microorganismos resistentes a ciertos
antibioticos para probar si estos son sensibles a la miel de abeja de

melipdénido.

Realizar la evaluacion de la actividad antimicrobiana a través del método

de difusién en discos y medir los halos de inhibicion.

Identificar el grado de inhibicién de crecimiento bacteriano con diluciones

mas altas y miel sin diluir.

Utilizar distintos antibioticos cuyos microorganismos no posean

resistencia.

Realizar el estudio de tratamiento a mastitis bovina con las diluciones de

miel que se estudiaron a nivel de campo con los animales problema.

Realizar examenes clinicos y de laboratorio antes y después a los
animales a los cuales se les vaya a realizar el tratamiento con la miel de
abeja para comprobar la eficiencia de la misma a nivel fisiologico del

animal enfermo.

Evaluacion del efecto antibacteriano de la aplicacion de la miel
intramamaria con las diluciones estudiadas en la presentacion de

mastitis bovina.
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ANEXO 1. Pesaje muestras de miel y diluciones







ANEXO 4: Diluciones de antibiotico







