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Actividad antibacteriana de la miel tabasqueiia
contra Staphylococcus saprophyticus

Abstract:

Inappropriate use of antibiotics to treat bacterial infections has
generated many forms of resistance, including Staphylococcus
saprophyticus, a common contaminant in meat and fermented foods,
responsible for gastrointestinal and urinary tract infections. To solve
this problem, research has been carried out on alternative therapies.
suchasapitherapy. Therefore, theaim ofthisstudy was to determine the
antibacterial properties of Tabasco honeys against S. saprophyticus.
This research was carried out at the Plant Biotechnology Research
Unit (UNIBVE) of the “Instituto Tecnologico Superior de Acayucan
(ITSA)”. Ten honey samples were collected from different apiaries in
the state of Tabasco. The tests were performed by the agar diffusion and
broth dilution method using honey dilutions at 75, 37.50, 18.75, 9.38
and 4.69 % (v/v). S. saprophyticus was inoculated in sterile nutrient
broth and growth kinetics were determined by spectrophotometry to
identify the early stationary phase (0.6 OD). The best results were
detected in samples 3 and 5 (Huimanguillo Tabasco) with a MIC of
9.38%. The results show that Tabasco honeys have internationally
comparable antibacterial effects, therefore further studies are needed
and the sampling area extended to identify other honeys with the
same potential, as well as to identify the floral sources that provide
these characteristics.
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Resumen

El uso inapropiado de antibidticos para el
tratamiento de infecciones bacterianas ha dado
lugar a muchas formas de resistencia, como es
el caso de Staphylococcus saprophyticus, un
contaminante frecuente en la carne y alimentos
infecciones

fermentados, responsable de

gastrointestinal y del tracto urinario. Para
abordar esta problematica se han realizado
investigaciones sobre terapias alternativas,
como es el caso de la apiterapia. Por lo
anterior, el objetivo del presente estudio fue
determinar las propiedades antibacterianas de
las mieles tabasquefias contra S. saprophyticus.
Esta investigacion se realizd en la Unidad
de Investigacion en Biotecnologia Vegetal
(UNIBVE) del Instituto Tecnolégico Superior
de Acayucan (ITSA). Para ello, se colectaron
10 muestras de miel de diferentes apiarios
del estado de Tabasco. L.a cepa pura de S.
saprophyticus se inoculd en caldo nutritivo
y se determind la cinética de crecimiento
mediante espectrofotometria para identificar
la fase estacionaria temprana (0. 6 OD). Los
ensayos de CMI v CMB se desarrollaron por el
método de difusion en agar y dilucion en caldo
usando diluciones de miel a 75, 37.50, 18.75,
9.38 y 4.69 % (v/v). Los mejores resultados se
detectaron en las muestras 3 v 5, que pertenecen
al municipio de Huimanguillo, donde se obtuvo
una CMI de 9.38%. Estos resultados demuestran
que las mieles tabasquefias poseen efectos

antibacterianos comparables a otras mieles
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de nivel internacional. Suponemos que mas
mieles de estas zonas potencialmente podrian
exhibir esta capacidad antibacteriana por las
caracteristicas botanicas.

Palabras clave: CMB, CMI, Dilucién en caldo,
Difusion en agar

Introduccion

El uso indiscriminado de los antibidticos para
el tratamiento de infecciones bacterianas ha
dado lugar a muchas formas de resistencia
(Fvfe et al., 2017), incluidas las cefalosporinas,
trimetoprima-

las fluoroquinolonas v la

sulfametoxazol, limitando su uso para el
tratamiento de infecciones urinarias (Arends et
al., 2023). Lo que ha provocado el desarrollo
de alternativas para contrarrestar el efecto
de bacterias resistentes, como el uso de la
protedmica sustractiva y comparativa para
la identificacion y prediccion de objetivos
farmacologicos (Shahid er al., 2020), el uso
de nuevos antibidticos (Arends ef al., 2023) o
alternativas naturales como uso de la miel de
abeja (Boussaid er al., 2018; Velasquez ef al.,
2020; Mustafa et al., 2022).

El uso de la miel ha Ilamado la atencion debido
al potencial antibacteriano que posee, como
es el caso de la miel de Ulmo (FEucryphia
cordifolia) capaz de inhibir el crecimiento de £.
coli, P aeruginosa y cepas de S. aureus-MRSA,
su actividad se atribuye principalmente a los

compuestos fendlicos (Velasquez et al., 2020).
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Por otro lado, las mieles de Peumo (Cryptocarya
alba) y Quillay

capaces de eliminar a S. aureus y P. aeruginosa,

(Quillaja saponaria) son

atribuyendo dicha actividad a la presencia de

himenoptaecina (Cebrero ef al., 2020).

Mientras que Roshan ef al. (2017) y Pasias ef
al. (2018) analizaron mieles australianas y de
Grecia respectivamente, las cuales inhibieron
el crecimiento de S. aqureus. Si bien las mieles
de diferentes origenes botanicos y geograficos
contra
del

procesamiento y almacenamiento pueden afectar

poseen propiedades antibacterianas

diversos patdgenos, las condiciones
esta caracteristica (Chen et al., 2012; Pimentel-

Gonzalez et al., 2017; Matzen et al., 2018).

Staphyvilococcus saprophyticus (S. saprophyticus)
es una bacteria contaminante frecuente de
la carne y alimentos fermentados, se puede
encontrar en el tracto gastrointestinal, la vagina
y el perineo del ser humano; es la causa del
20 % de las infecciones del tracto urinario en
mujeres jovenes, algunas de las complicaciones
mas graves incluyen pielonefritis aguda,
nefrolitiasis y endocarditis (Kline y Lewis,
2016; Hashemzadeh er al., 2021; Lawal ef al.,
2021). La colonizacion por S. saprophyticus se
produce a través de diferentes adhesinas, como
las hemaglutininas vy la lipasa asociadas a la
superficie que forma apéndices superficiales
similares a fimbrias, lo que ayuda a las bacterias
a mantener una estrecha adherencia a estas

superficies (Hashemzadeh et al., 2021).

Se han

saprophyticus

identificado algunas cepas de S
resistentes a sulfametoxazol/
trimetoprima, tetraciclina, penicilina, cefoxitina,
clindamicina, ciprofloxacino, gentamicina y
oxacilina (Hashemzadeh er a/., 2021; Lawal
et al., 2021). La resistencia a la penicilina se
asocio con la presencia de mecA o blaZ. El gen
mecA podria servir como marcador para inferir
la resistencia a cefoxitina y oxacilina de S.

saprophyticus (Zhang et al., 2023).

Lo anterior demuestra que las concentraciones
subinhibitorias de estos farmacos promueven
la virulencia en las bacterias mediante la
produccion de biopeliculas que confieren
la resistencia a los antibioticos a través de
procesos que incluyen la codificacion de genes
resistentes a los antibioticos; y la deteccion de
fagos que podrian aumentar la patogenicidad los
cuales se encuentran relacionados a dos linajes
clonales (G y S) que se originaron en animales
de produccion/alimentacion y humanos (Benini

etal.,2019; Lawal ef al., 2021).

Por lo tanto, esta investigacion tuvo

como objetivo determinar las propiedades
antibacterianas de las mieles tabasquefias contra
patdégenos como lo es S. saprophyticus usando
los métodos de dilucion en caldo y difusién en

agar.
Material y Métodos
1. Recoleccion de muestras

Para el desarrollo de la presente investigacion,
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se consideraron 10 muestras de mieles,
procedentes de distintos apiarios de Tabasco:
4 de Huimanguillo (muestra 3, 4, 5 y 6), 3 de
Comalcalco (muestra 8, 9 y 10), 2 de Centro
(muestra 2 y 7) v 1 de Balancan (muestra 1).
LL.as muestras se almacenaron en condiciones
de oscuridad y temperatura ambiente hasta su
analisis en laboratorio, el cual, se realizdé en
la Unidad de Investigacion en Biotecnologia
Vegetal (UNIBVE) del Instituto Tecnoldgico
Superior de Acayucan (ITSA) en la ciudad de
Acayucan, Veracruz. Los ensayos de CMI vy
CMB se desarrollaron por triplicado usando
diluciones de miel a 75, 37.50, 18.75, 9.38
y 4.69 % (v/v), preparado en caldo nutritivo
(DIBICO®),

empleada por Osés et al. (2016).

adecuando la  metodologia

2. Cinética de crecimiento

Para los ensayos, la cepa pura de S.

saprophyticus, donada por el laboratorio
de Quimico Farmacéutico Bidlogo de la
Universidad Popular de la Chontalpa, se inoculo
(DIBICO®), se

incubd a 37°C en una incubadora shaker orbital

en caldo nutritivo estéril

(Labnet International®, 311DS) a 250 rpm y se
realizaron mediciones en el espectrofotometro
(Bio RAD®SmartSpec Plus) a 600 nm cada hora
para obtener los cambios en la densidad Optica
(OD) y realizar la curva de crecimiento. De esta
manera se obtuvo un cultivo en fase estacionaria
temprana (0.6 OD) (Fangio et al., 2007).
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3. Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
por el método de difusion en agar

Una alicuota de 100 ul. de S. saprophyticus en
fase exponencial fue tomada e inoculada en cajas
de Petri de 10 cm de diametro que contenian
30 mL de agar nutritivo estéril solidificado. En
cada placa se cortaron 3 pocillos de 8 mm de
diametro, en cada pocillo se depositaron 100 ul.
de miel diluida en caldo nutritivo al 75, 37.50,
18.75, 9.38 y 4.69 % v/v con tres repeticiones
cada una. Se utilizé una placa con agar nutritivo
sin miel inoculada (control positivo) y una placa
con agar nutritivoy 25 ug/mlL de Ciprofloxacino
(control negativo) con tres repeticiones cada
una y se incubaron a 37 °C durante 24 h (Osés
et al.,, 2016).

4 Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
por el método de dilucion en caldo

Se utilizaron tubos falcon que contenian 20
ml. de cada una de las concentraciones de
miel (75, 37.50, 18.75, 9.38 v 4.69 %) (v/v) y
se inocularon con 100 ul. del microorganismo
con tres réplicas por dilucion. Los tubos de
control de cada concentracion de miel se
prepararon afiadiendo 20 mL de caldo nutritivo
y 100 ul. del microorganismo como control
positivo y como control negativo se utilizaron
tubos con 20 mL de caldo nutritivo y 25 uL de
Ciprofloxacino, con tres repeticiones cada una.

LLos tubos se incubaron a 37°C durante seis
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horas en una incubadora shaker orbital (Labnet
International®, 311DS) a 250 rpm, cada hora se
tomoun mLy se midio laOD a 600 nm utilizando
el espectrofotometro (BioRAD ®SmartSpec
Plus) y se registraron tanto el crecimiento y la
CMI (Osés et al., 2016).

5. Concentracion Minima Bactericida (CMB)

A continuacion, se tomaron 100 pl. de cada
tubo en el que el crecimiento bacteriano se
inhibio, se inocularon en agar nutritivo y se
incubaron durante toda la noche a 37°C con el
fin de determinar si la actividad antibacteriana

de las muestras de miel fue bacteriostatico o
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bactericida. Se consideraron las cajas Petri con
el crecimiento de colonias visibles para exhibir

actividades bacteriostaticas, mientras que

aquellas con ningun crecimiento se registraron

exhibiendo actividades bactericidas.

Resultados y Discusiones

1. Cinética de crecimiento de Staphylococcus
saprophyticus

Mediante el ensayo por dilucion en caldo se
caracterizo la cinética de crecimiento de la cepa
(Figura 1). La fase exponencial ocurrié en las
primeras cuatro horas de incubacion, seguida de
fase estacionaria.

Figural.Cinética
de crecimiento de S.
saprophyticuis

0 1 2 3 4
Tiempo (h)
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2.CMI

Para casi todas las muestras de miel probadas,
del

de S. saprophyticus en la concentracion mas

hubo una inhibicion total crecimiento
alta (75%) por difusidon en agar y dilucién en
caldo, exceptuando a la muestra 7, la cual no
logro inhibir a dicha bacteria (Figura 2 y 3).
Cuatro de las muestras presentaron actividad
antibacteriana a una concentracion de 18.75%.
Los mejores resultados se detectaron en las
muestras 3 y 5 (Figura 4), pertenecientes al
municipio de Huimanguillo, donde se obtuvo
una CMI de 9.38%. Un efecto contrario fue
evidente cuando se realizd una prueba con miel a
concentraciones de 4.69% donde las 10 muestras
de miel presentaron crecimiento microbiano
(Figura 2 y 3). Estos resultados demuestran que

algunas de las mieles tabasquefas tienen mayor
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efecto antimicrobiano ante S. saprophyticus,
en comparacion a las mieles monoflorales
reportadas por Alabbadi et a/. (2022) donde
se utilizaron concentraciones de 100, 50 y
25 %, siendo esta ultima la CMI a la cual fue
sensible una cepa de S. saprophyticus resistente
a vancomicina. Por otro lado, se reportd que
la mieles de Manuka lograron inhibir a esta
bacteria usando una concentracion de 5 %,
mientras que las mieles de Argelia necesitaron
de concentraciones de entre 5 y 20 % (Bouacha
et al., 2023). Sin embargo, ocurrié un caso
contrario en el estudio realizado en Pakistan
donde la miel no logro inhibir a la bacteria, ni
a ninguna otra probada, mencionando que la
miel no poseia el efecto antibacteriano esperado
(Wahid, 2021).

Figura 2. CMI por el
método de difusion en agar
donde M1: Balancan, M2:
Centro, M3: Huimanguillo,
M4: Huimanguillo, M5:
Huimanguillo, M6:
Huimanguillo, M7:

Centro, M8: Comalcalco,
M9: Comalcalco, M10:
Comalcalco.
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b)

MUESTRA 1 MUESTRA 2 MUESTRA 3 MUESTRA 4 MUESTRA 5 Figura 3. CMI por
. . . . . dilucién en caldo donde
_4%: i / HIPA LA L dl: 75 %, d2: 37.5 %, d3:
T T 18.75 %, d4: 9.38 % y d5:

Tiempa (h) Tiempo (h) Tiemea th) Tiempo (h) Tiempe (h) o .
4.69 %. Control +: caldo
nutritivo + 100 pul de S.
MUESTRA 6 MUESTRA 7 MUESTRA 8 MUESTRA 9 MUESTRA 10 sapmphyticus, Control -:
: : : : : Ciprofloxacino 25 pg/mL.

°15 =]5 ul; =15 =15
a 1 s 1 s 1 s a1
8 g 8 H g
s s 05 s 0s
0 ] o -4 - + o —- ] o

12 3 45 8 1 12 3 45 6 7 12 3 4 5 6 7 12 3 85 & 7 1z 3 48 s 8§ 7
Tiempo (h) Tiempo (k) Tiempo {h) Tiempo (h) Tiemps (h]

—4—dl —8—d2 —i—d3 —<—d4 —¥—d5 —e—Control+ ——control-

Figura 4. Halos de
inhibicion de la muestra 5
(Huimanguillo) a distintas
diluciones., donde a) 75
%, b) 37.5 %, ¢) 18.75 %,
d) 9.38 %, e) 4.69 % y )
Ciprofloxacino 25 pg/mL.

3.CMB

Se logré determinar que la actividad exactamente igual ala CMI (Tabla 1). En la miel
antibacteriana de las muestras de miel fue de manuka se encontréd un efecto bactericida
bactericida, al no presentar ninglin crecimiento a concentraciones de 10 %, mientras que las
de colonias en agar nutritivo después de 24 mieles de Argelia requerian de concentraciones
horas de incubacion. Por lo tanto, la CMB fue de entre 10 y 40 % (Bouacha et al., 2023).
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Muestra Concentracion de
miel %

Control positivo 0

75
37.5
1. Balancan 18.75
9.38
4.69

75
2. Centro 37.5
18.75
9.38
4.69
75
. Huimanguillo 37.5
18.75
9.38
4.69

75
4. Huimanguillo 37.5
18.75
9.38
4.69

75
5. Huimanguillo 37.5
18.75
9.38
4.69

75
6. Huimanguillo 37.5
18.75
9.38
4.69
75
7. Centro 37.5
18.75
9.38
4.69

75
8. Comalcalco 37.5
18.75
9.38
4.69

75
9. Comalealco 37.5
18.75
9.38
4.69

75
10. Comalcalco 37.5
18.75
9.38
4.69

(V5]

Staphylococcus saprophyticus

UFC/mL
1.18 x 107

0

0

0
1.26 x 107
2.19 x 10%

0

0

0
1.28 x 107
1.92 x 107

(== e =

48X 10°
1.28 x 107
2.0x 107

0

0

0

0
48X 10°

0

0
5.6 X 10°
8.8x10°
2.32x 107
2.48 x 107
2.88 x 107
312 x 107
6.0 x 107
1.58 x 10%

0

0

0
40X 10°
1.94 x 10%

0
72X 10°
1.12 x 107
1.09 x 10%
1.18 x 10%

t
=

Efecto bactericida
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Tabla 1. Concentracion
minima bactericida
expresada en UFC/mL a
diferentes concentraciones
de miel contra S
saprophyticus.
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Conclusiones

Ambos métodos empleados arrojaron resultados
similares (difusionen agary dilucidén en caldo), es
necesario destacar que el método de dilucion en
caldo es de menor costo, debido a que se requiere
de menos material, proporciona la concentracion
minima bactericida y adicionalmente muestra ¢l
comportamiento del microorganismo a través
de la cinética de crecimiento. Con los resultados
obtenidos podemos demostrar que las mieles
tabasquefias poseen efectos antibacterianos,
quizas los constituyentes de estas mieles:
como alto contenido perdxido de hidrogeno en
combinacion con los fenoles y los flavonoles
entre otros que causen esta inhibicion en el

crecimiento de esta bacteria patogena.

Por lo que es necesario realizar mas estudios
y extender el area de muestreo para identificar
otras mieles con el mismo potencial, asi como
identificar las fuentes florales que proporcionan

dichas caracteristicas.
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