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Resumen

La manipulacion inadecuada de la miel puede atribuirle caracteristicas bacterioldgicas perjudiciales
para nuestra salud que se agudizan con la presencia de Escherichia coli. Por lo cual, el objetivo fue
evaluar las caracteristicas bacterioldgicas de la miel de abeja sin aguijéon en Loreto, Perd. En cuanto
a las unidades formadoras de colonias, la miel madura fue la muestra que menos colonias presentd,
con 800 UFC. Se empled cepas de E. coli drogorresistente frente a cuatro muestras de miel madu-
ra, inmadura, colectada por el productor y envasada por el productor. E. coli logra sobrevivir hasta
32 h en las muestras de miel, mostrando una mayor capacidad antibacteriana en la miel envasada
por el productor de 11,74 mm de halo inhibitorio, respecto a la concentracién inhibitoria minima y
bactericida minima, se obtuvo a 125 mg/ml siendo similares en muestras de miel madura, colecta-
da por el productor y envasado por el productor, por lo que se necesita cuatro veces mas de miel
inmadura para lograr un efecto similar. La miel de meliponidos en nuestro estudio muestra efecto
inhibitorio sobre el crecimiento de E. coli drogorresistente, por lo que su potencial uso medicinal es
muy prometedor.
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Abstract

Improper handling of honey can attribute to it bacteriological characteristics that are harmful to our
health, which are exacerbated by the presence of Escherichia coli. Therefore, the objective was to
evaluate the bacteriological characteristics of honey from stingless bees in Loreto, Peru. Regarding
the colony-forming units, the mature honey was the sample that presented the fewest colonies, with
800 CFU. Strains of drug-resistant E. coli were used against four samples of mature, immature honey
collected by the producer and packaged by the producer. E. coli manages to survive up to 32 h in
the honey samples, showing a greater antibacterial capacity in the honey packaged by the producer
of 11,74 mm of inhibitory halo, with respect to the minimum inhibitory and minimum bactericidal
concentration, it was obtained at 125 mg /ml being similar in samples of mature honey, collected
by the producer and packaged by the producer, so four times more immature honey is needed to
achieve a similar effect. Meliponid honey in our study shows an inhibitory effect on the growth of
drug-resistant E. coli, so its potential medicinal use is very promising.
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INTRODUCCION

La miel como todo producto de origen animal,
tiene una microbiota original propia, constituida
por diversas especies de microorganismos, con
caracteristicas especificas (Pérez, 1984; Souza
et al., 2006), sin embargo, la manipulacion a la
que es sujeta el producto puede atribuirle carac-
teristicas bacterioldgicas diferentes al producto
original, como la determinacién de la contami-
nacion bacteriana de la miel en el proceso de
extraccion y envasado, tiempo de superviven-
cia de Escherichia coli, asi como la determina-
cion de la capacidad antibacteriana que posee
la miel de abeja (Radwan et al, 1984), estas
caracteristicas se agudizan con la presencia de
gérmenes patdgenos como E. coli, la que indi-
caria la existencia de una contaminacion fecal
debido a la falta de higiene en la extraccion de
la miel (Pérez, 1984).

Las aplicaciones de resultados se inician a partir
de los datos de composicion de 152 abejas sin
aguijon (Meliponini) en muestras de miel, com-
pilados de estudios desde 1964, y se evaluaron
para proponer una norma de calidad para este
producto dado que la miel de abejas sin agui-
jon tiene una composicion diferente al de Apis
mellifera (Souza et al., 2006); debido al esca-
So conocimiento sobre el producto, la miel de
abejas sin aguijon no esta incluida en las nor-
mas internacionales para el andlisis de la miel
(Codex, 2001) y no esta controlada por las au-
toridades de supervisidon de los alimentos, por
consiguiente, no existe ninguna garantia para
los consumidores de este producto (Souza et
al, 2006). Los estandares internacionales de
calidad, proponen evaluar la calidad de la miel
considerando importante la evaluacién de su
calidad microbioldgica (Mazariegos, 2006), de
otro lado, se considerd a E. coli como un buen
indicador de la factibilidad de albergar cepas
enterotoxigénicas, enteroinvasivas, enteropato-
genas o enterohemorragicas (Codex, 2001).

Actualmente, la miel de meliponas es empleada
en tratamientos antinflamatorios, cicatrizantes

y antimicrobianos, para ello se consideré que
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su carga bacterioldgica no represente un riesgo
sobre heridas, Ulceras y abrasiones, por consi-
guiente, la miel de abeja sin aguijon muestra
una buena calidad microbioldgica y un adecua-
do efecto inhibitorio sobre el crecimiento de va-
rios microorganismos, por lo que su potencial
uso terapéutico es prometedor (Pérez, 1984),
ante ello la investigacion realizada in vitro han
sugerido la efectividad de la miel, frente a bac-
terias patdgenas como E. coli (Cooper et al.,
2002); esta actividad antibacteriana se atribuyo
a compuestos especificos presentes en la miel,
cuya naturaleza y mecanismo de accion vienen
siendo investigados (Fangio et al.,, 2007).

Sobre la base de este hallazgo, se estudia la
sensibilidad de E. coli frente a mieles produ-
cidas por abejas meliponas mediante técnicas
de evaluacidn de actividad antibacteriana (Fan-
gio et al.,, 2007) como objetivo de estudio, para
ello se emplea E. coli drogorresistente, la cual
representa una problematica de la salud publi-
ca, por lo cual, muchos investigadores orientan
sus actividades tras la busqueda de alternativas
para reemplazar a los antibidticos y lograr com-
batir estos agentes bioldgicos (Zamora y Arias,
2011).

Mediante este estudio se aporta al conocimien-
to cientifico algunas caracteristicas bacteriol6-
gicas de miel producida por la comunidad de
abejas sin aguijon, haciendo su notable efecto
antimicrobiano pese a la composicion de su car-
ga bacteriana, encontrandose pocos estudios
especificos al respecto en la Amazonia peruana.
Este estudio tiene como objetivos: determinar
la contaminacion bacteriana de la miel en el
proceso de extraccion y envasado, estimar el
tiempo de supervivencia de E. coli drogorresis-
tente en miel de abeja, determinar la capacidad
antibacteriana de la miel frente a E. coli dro-
gorresistente, determinar la concentracion in-
hibitoria minima y la concentracidon bactericida
minima de la miel sobre E. colidrogorresistente.
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MATERIALES Y METODO
Area de estudio

La colecta del material bioldgico se llevé a cabo
en 4 comunidades en el departamento de Lo-
reto (Pert). Dos comunidades estan ubicadas
en la cuenca del rio Nanay y otras dos en la
cuenca del rio Ucayali. Las que estan ubicadas
en la cuenca del rio Nanay, en zonas de tierra
firme, son Santa Rita 3° 43’ 48" S, 73° 19’ 25"
O) y San Pedro (-3°45"10,32” S, 73° 20" 11,28"
O), ubicados en la provincia Maynas, Loreto.
En la cuenca del rio Ucayali, se ubican las dos
comunidades restantes Bagazan y Chingana,
pertenecientes al distrito Sapuena, provincia
Requena, Loreto, que corresponde al area de
Amortiguamiento de la Reserva Nacional Paca-
ya Samiria y del Area de Conservacion Regional
Tamshiyacu-Tahuayo, respectivamente. La co-
munidad de Bagazan 4° 43’ 31,94” S, 73° 32’
01,83’ O) esta ubicada en zonas de tierra firme;
en tanto que la comunidad de Chingana (4° 42’
57,23" S, 73° 32' 20,06” O) se encuentra ubica-
da en zona inundable (Figura 1).

Procedimiento de muestreo de mieles
Se consideraron la colecta de cuatro muestras
de miel por colmena: miel madura (seleccionado
de porongos operculados dentro de la colmena,
tiene coloracion, consistencia y olores caracte-
risticos), miel inmadura (producto acuoso en
proceso de maduracion), miel colectada por el
productor y miel envasado por el productor. Las
dos primeras muestras se colectaron con una
jeringa estéril previa desinfeccion del opércu-
lo de porongos. La muestra de miel colectada
por el productor, se realiza de forma artesanal
por los meliponicultores. Posteriormente el pro-
ductor empled un recipiente donde precedieron
a envasar la miel. Se obtuvo 160 ml de cada
muestra de miel, con un total de 640 ml de miel
a partir de una colmena. En total se colectaron
19,2 Lt de miel de 30 colmenas para el estudio
(Figura 2), ver Tabla 5, donde se muestra nu-
mero de colmenas por comunidad y especies
correspondientes.
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Identificacion de especies de abe-
jas sin aguijon y empleo de cepas de
Escherichia coli

La identificacion de las especies de abejas, se
realizd utilizando claves taxonémicas para meli-
ponideos de Michener (1990) y Roubick (1992),
y descripciones de meliponas de Moure (1951).
También se compard con la coleccidn de abejas
nativas del Instituto de Investigaciones de la
Amazonia Peruana (IIAP), las que fueron deter-
minadas por Claus Rasmussen, especialista en
abejas nativas de la Universidad de Dinamarca,
quien determind dos especies de abejas nativas
que produjeron las mieles para el estudio, sien-
do Melipona eburnea y Melipona grandis. Este
género de melipona se caracteriza por presen-
tar estigma alar angosto, su borde dentro de
la celda marginal es recto o concavo, las alas
pueden extenderse escasamente al metasoma,
presenta torax con pelos abundantes en algu-
nas areas tan largas como la tégula; la diferen-
Cia entre especies se debe a que M. eburnea
mide de 13-14 mm, de color marrén y el nime-
ro de hamulli que presenta es de 13; M grandis,
mide 15 mm, de color negrusco y el nimero de
hamulli es de 15.

Se utilizd cepas de Escherichia coli drogorre-
sistentes proporcionadas por el laboratorio de
microbiologia del Centro de Investigaciones de
Recursos Naturales (CIRNA) de la Universidad
Nacional de la Amazonia Peruana (UNAP), la
identificacion de las cepas bacterianas fue reali-
zado mediante técnicas y procedimientos estan-
darizados, se realizd la caracterizacion micros-
cdpica (tincidon gram) y pruebas biogquimicas de:
oxidasa (-), utilizacion de azucares (+), Indol
(+), citrato (-) acidos-RM (+) de acuerdo a INS
(2011).

Técnica de estudio, procesamientos y
analisis de datos

Para la técnica de recuento de colonias bacteria-
nas se siguid la norma sanitaria que establece
el MINSA (2008) en cumplimiento de la norma
ISO 4833:2003 se realizd 4 diluciones decima-
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Miel de abeja sin aguijon en Loreto, Pert
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Figura 1. Ubicacién de lugares de muestreo. Al. Cuenca del rio Nanay: Santa Rita y San Pedro. A2.
Cuenca del rio Ucayali: Chingana y Bagazan, Loreto, Per(.
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les, que consistid en transferir 10 ml de miel de
abeja por muestra empleada, en 90 ml de Agua
Peptonada Alcalina (APA), se repitié el procedi-
miento para cuatro diluciones decimales como
fue necesario, tomando 1 ml de la dilucién ante-
rior para 9 ml de APA, se inoculd asépticamente
1 ml de cada dilucién en dos placa petri, esté-
ril posterior a ello se licu6 el agar Plate Count
dejando en bafio Maria a una temperatura de
46 °C, de este contenido se anadié 20 ml del
agar templado a cada placa de Petri siendo un
total de ocho placas empleadas ya que se hizo
cuatro diluciones por muestra, después de la
mezcla y solidificacién se invirtieron las placas
para su posterior incubacion; para el recuen-
to de colonias, se contd todas las placas que
contienen entre 30 a 300 colonias. Se empled
la prueba estadistica de T-student, para buscar
alguna diferencia entre las mieles producidas
por las especies de meliponas identificadas en
el estudio.

Para el tiempo de supervivencia, se siguieron las
recomendaciones de Castafeda et al. (2014),
preparando un contenido de 5 ml de miel de
abeja, inoculada con suspensiones bacterianas
de E. coli equivalente al tubo n°® 1 del nefeld-
metro de Mac Farland donde se sembraron en
agar soya tripticasa cada ocho horas para eva-
luar su crecimiento. En este analisis se agrupo
las cuatro muestras independientemente a las
especies que pertenecen, debido a que no se
encontrd diferencias significativas entre ellas,
de acuerdo al primer andlisis efectuado.

Para la determinacién de la capacidad antibac-
teriana se siguié a Zamora et al. (2011) eva-
luando la presencia o ausencia de halos de in-
hibicién de la miel, empleando cepas de E. coli
diseminado en agar Mueller-Hinton seguido de
realizar pocillos que contienen 0,5 ml de miel de
abeja. Para demostrar especificamente la capa-
cidad antibacterial entre especies, se considerd
las diferencias sutiles presentadas en la prue-
ba estadistica del primer analisis bacterioldgi-
co realizado, aplicando asi el analisis de com-
ponentes principales con matriz de covarianza
mostrando la accién bactericida de la miel de
abeja donde la longitud de las flechas verdes
indica la variable mas importante.
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En la aplicacidn de la técnica de determinacion
de la concentracién inhibitoria minima y la con-
centracion bactericida minima fue validada por
Malbran (2012), esta técnica fue aplicado de-
bido a la presencia de halos de inhibicidn de la
miel, donde se empled el método de macrodilu-
cion en caldo, obteniendo un indculo final apro-
ximado de 7,5 x 10° UFC (unidades formadoras
de colonias) /ml y las concentraciones finales
de la miel fueron desde 125 mg/ml hasta 0,24
mg/ml. Los tubos fueron incubados y luego se
procedié a calcular la concentracion inhibitoria
minima, considerandola como el valor corres-
pondiente al tubo con menor concentracion de
miel donde no hubo desarrollo bacteriano. Para
la concentracion bactericida minima, se realizd
a partir de cada tubo sin desarrollo bacteriano,
sembrandolo por superficie en agar tripticasa
de soya después de su incubacién, se determi-
no la concentracion bactericida minima por el
numero de colonias en placas al subcultivo que
produjo menos de 75 colonias. Para estos anali-
sis realizados, se agruparon las cuatro muestras
de mieles independientemente de su lugar de
procedencia debido a que la estadistica no mos-
tro diferencia significativa entre ellas.

En estos tres ultimos analisis se emplearon 5 ce-
pas de E. coli bajo su condicidn drogorresisten-
te haciendo asi las veces de repeticiones para
cada analisis bacterioldgico respectivamente de
las 30 colmenas.

Analisis de datos

Para determinar la contaminacion bacteriana de
la miel se empled estadistica descriptiva para
muestras con distribucion no normal, por ello se
utilizd medianas, rango intercuartilico, rango al
90 %, y valores maximos y minimos. Mientras
que la comparacién de la cantidad de bacterias
por tipo y volumen de miel fue realizada con
ANOVA de una via previa transformacion loga-
ritmica con base 10. Respecto al tiempo de su-
pervivencia de E. coli, en este analisis de datos
de tipo categodrico se realizd mediante la prueba
G-test, el cual toma en consideracion muestras
pequenas y grandes, resultando mas sensible
que la prueba Chi cuadrado. La prueba G com-
paro las proporciones de las frecuencias que la
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bacteria sobrevivid a diferentes horas. Para la
capacidad antibacteriana de la miel frente a E.
coli, se utilizé estadistica descriptiva para mues-
tras con distribucion normal. Se comparo la ca-
pacidad antibacterial mediante ANOVA de una
via. Para encontrar el tipo de miel que puede
explicar la mayor variabilidad en la muestra, se
realizd el andlisis de componentes principales
con matriz de covarianza. En cuanto a la con-
centracién inhibitoria minima y concentracion
bactericida minima de la miel sobre E. coli, se
realizd con estadistica descriptiva, y las compa-
raciones entre tipo de miel fue realizado con la
prueba de Kruskal Wallis, por tratarse de datos
continuos sin distribucién normal.

Los programas estadisticos empleados fueron:
Sigmaplot 11.0, BioEstat 5.0, Cap 4 setup (Ana-
lisis Package 4.0).

RESULTADOS

Contaminacion bacteriana de la miel

En el proceso de extraccion y envasado, la pre-
sencia de bacterias fue variable. La miel madu-
ra tuvo menos presencia de bacterias aerobias
mesofilas viables, entre 22,5 y 67 900 unidades
formadoras de colonias (UFC), de 27 colme-
nas (90 % de la muestra) con un valor medio
de 800 UFC; es muy importante remarcar que
hubo una muestra que no tuvo bacterias aero-
bias mesdfilas viables, pero también hubo una
muestra que llegd a tener 76 000 UFC. Mientras
que la miel inmadura tuvo entre 815 y 4 295
000 UFC (90 %) y un valor medio de 46 000;
aqui no hubo alguna muestra sin bacterias, el
valor mas bajo que se encontrd en una muestra
fue 800 UFC, pero también hubo valores que
llegaron a 4 400 000. En la miel colectada por
el productor hubo entre 150 y 12 895 000 UFC
con un valor medio de 38 000; también todas
las muestras tuvieron bacterias, el nUmero mas
bajo registrado fue de 100 UFC, pero también
se registrd valores altos hasta 17 000 000. En
la miel envasada se encontrd entre 405 y 3 080
000 UFC con un valor medio de 10 000; la can-
tidad mas baja registrada en esta etapa fue de
300 pero la maxima fue de 3 200 000 (Tabla 1).
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El analisis comparativo de contaminacién entre
la miel producida por M. eburneay M. grandis
no fueron estadisticamente diferentes (Figura
3).

Tiempo de supervivencia de Escherichia
coli drogorresistente

En muestras de miel madura se observo que la
bacteria tuvo un tiempo maximo de superviven-
cia de 32 h y minimo de 16 h, pero hubo ma-
yor proporcion de supervivencia hasta las 16 h.
Este patron fue similar en miel inmadura, miel
colectada por el productor y miel envasada por
el productor. Aparentemente la miel inmadura
tuvo diferente patrén, pero este no fue signi-
ficativo, indicando que sigue el mismo patrén
de la miel madura (G-test=0,834; p=0,658).
Es decir, el tiempo medio de supervivencia de
las bacterias, 16 h, fue similar en todas las
muestras de diferente proceso; E. coli no so-
brevive mas de 32 h, y esta supervivencia tiene
un comportamiento gradual, el 50 % sobrevive
hasta las 16 h, el 30 % hasta las 24 hy el 20 %
restante hasta las 32 h (Tabla 2).

Capacidad antibacteriana de la miel
frente a Escherichia coli drogorresisten-
te

La miel de abeja envasado por el productor
mostrd mayor accion antibacterial (11,74 mm
de halo) que las demas muestras de miel, aun-
que esta capacidad fue similar al de la miel ma-
dura (10,31 mm), ver Tabla 3. La miel inmadura
y la colectada por el productor presentaron ha-
los de, 8,95 mm y 9,41 mm respectivamente,
son las que tuvieron menor accién bactericida.

Las diferencias observadas de la accién antibac-
teriana pueden ser explicada en 2 componentes
principales al 91,88 %. En el primer componen-
te principal, hubo mucha diferencia que puede
ser explicada al 68,29 % por la accién antibac-
teriana de la miel envasada por el productor,
donde se muestra mayor accién antibacteriana
de Melipona eburnea proveniente de la cuenca
del Nanay (13,20 — 16,20 mm), aquellas que
fueron de la cuenca del Ucayali tuvieron accion
antibacteriana mas baja (9,96-13,30 mm). En
el caso de M. grandis, todas las muestras co-
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Tabla 1. Unidades formadoras de colonias de bacterias mesdfitas viables en muestras de miel de
abeja sin aguijon en Loreto, Pert, 2019. * Numero de placas petris analizadas, **Rango sin valores
atipicos o extremos, *** VI. 4 miel, jalea real y similares de la norma sanitaria MINSA (2008).

(***)Limite/

Muestras Ne° 5-959% . Permi-
Mediana Minimo Maximo g-Digesa 2008
colectadas (*) (**) sible
Minimo Maximo
Madura 240 800 22,5-67 900 0 76 000 103 SI
Inmadura 240 46 000 815 -4 295 000 800 4 400 000 103 NO
Colectada por el
240 38 000 150 -12 895 000 100 17 000 000 103 NO

productor
Envasada por el .., 10000 405-3080000 300 3200000  10° ST

productor

Tabla 2. Tiempo de supervivencia de Escherichia coli en procesos de extraccion y envasado de miel
de abeja sin aguijon en Loreto, Peru, 2019.

Horas de
evaluacion

Madura aséptica

Inmadura asép-

tica

Colectada por

el productor

Envasada por
el productor

% esperado

Inicio 0
8
16
24
32
40
48
56
64

Final 72

S W N

W W =

B s
I

50
30
20

G-Test/P

0,834/0,568

4,207/0,122

4,195/0,122 3,206/0,201

Tabla 3. Valores de capacidad antibacteriana, medidas por halos de inhibicion (mm) de miel de
abeja sin aguijon en Loreto, Pert, 2019.

. ] ] Desviacion .. L.
Miel de abeja N Promedio ; Minimo Maximo
estandar
Madura aséptica 17 10,31 1,74 7,2 12,93
Inmadura aséptica 10 8,95 1,42 7,3 11,82
Colectada por el productor 14 9,41 1,86 5,7 12,3
Envasada por el productor 9 11,74 2,60 8,3 16,2
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Colmena
de
melipona

Cuatro muestras

: 2 3 4
g - o e e N -~
Miel colectada :
Miel madura Miel inmadura o Miel envasada
POt por el productor
productor

e , A e P .
160m{ 160 ml 160 ml| | 160 mI

|

1
Analisis bacterioldgicos

.

I

J)
Consideracion de ) Determinar la contaminacion bacteriana de la miel en 7
E. coli entro de el proceso de extraccion y envasado
B.A.M.V (bacterias i
aerobias mesofilas Para este andlisis: 10 ml de miel X 4 muestras = 40 m
viables
s S
r Estimar el tiempo de supervivencia de Escherichia | | 2d
cofidrogorresistente en la miel de abeja
c 5 ml de miel X 5 cepas de £ coliX 4 muestras = 100 ml
Se empled 5 2 "
cepas de £ coli Determinar la capacidad antibacteriana de la miel :_ qut
bajo su frente Escherichia coli drogorresistente
condicidn C . A
drogorresistente 0,5 mi de miel X 5 cepas de E. coff X 4 muestras = 10 ml

r R
Determinar la concentracion inhibitoria minima v la 4t
concentracion bactericida minima

i,

C 0,5 ml de miel X 5 cepas de £ colf X 4 muestras = 10 m

Figura 2. Procedimiento de analisis bacterioldgicos de las muestras de miel de abeja a partir de una
colmena de melipona en Loreto, Pert, 2019.
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lectadas en el Nanay tuvieron menor valor en
la accién bactericida (8,30-9,70 mm), pero tuvo
una sola muestra con accion bactericida muy
alta (14,30 mm) ver Tabla 4. La diferencia en
el componente principal 2 sélo puede explicar
el 23,59 %, en donde la miel envasada por el
productor y miel madura fueron las mas impor-
tantes, en el andlisis de componentes principa-
les se muestra la accidon bactericida de la miel
abeja (Figura 4).

Concentracion inhibitoria minima y la
concentracion bactericida minima

La concentracion inhibitoria minima fue simi-
lar tanto en la miel madura, colectada por el
productor y envasado por el productor, las tres
muestras de miel se inhibieron a 125 mg/ml. La
miel inmadura excepcionalmente llegd a inhibir
a 250 mg/ml, siendo un valor muy alto, lo cual
indica que se necesita mayor cantidad de miel
inmadura para lograr un efecto similar al de la

Miel de abeja sin aguijon en Loreto, Peru

miel madura, colectada por el productor o en-
vasado. Es importante notar que atipicamente
una muestra de miel colectada tuvo accion inhi-
bitoria a 250 mg/ml (Figura 5).

La concentracién bactericida minima fue menor
a 75 colonias en 125 mg/ml en la miel madura,
colectada por el productor y envasado, las pe-
quenas diferencias mostradas no fueron signi-
ficativas (H=2,619, p=0,270). Mientras que la
miel inmadura necesité un promedio de 311 mg/
ml, para lograr un efecto bactericida parecido al
de la miel madura, colectada por el productor y
envasado por el productor. En los experimentos
de concentracién bactericida minima se tuvo un
resultado sin algun efecto en la miel madura,
miel colectada por el productor y envasada por
el productor, sin embargo, en la miel inmadura
se tuvo cuatro resultados sin algun efecto, es
decir no hubo inhibicion de colonias bacterianas
(H=2,619, p=0,270).

Tabla 4. Diferencia en los componentes principales de muestras de miel de abeja sin aguijon en

Loreto, Perd, 2019.

Componentes Principales

Miel de abeja n 5 3 2
Madura aséptica 0,137 -0,657 0,392 -0,629
Inmadura aséptica 0,081 0,289 0,911 0,283
Colectada por el productor 0,232 0,689 -0,027 -0,686
Envasado por el productor 0,960 -0,097 -0,127 0,232
% de Varianza 68,28 23,59 7,84 0,28
% de Varianza acumulada 68,29 91,88 99,72 100,00

Tabla 5. Nimero de colmenas por comunidad y especies de abeja sin aguijon en Loreto, Peru, 2019.

Cuenca Comunidad Especie N° de colmenas
Melipona eburnea 6
i Santa Rita
Rio Nanay Melipona grandiis 7
San Pedro Melipona eburnea 2
Bagazan Melipona eburnea 6
Rio Ucayali Melipona eburnea 4
Chingana
Melipona grandis 5
Total 30
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Figura 3. Comparacion de unidades formadoras de colonias de bacterias aerobias mesdfilas viables

por especie de abeja sin aguijon en Loreto, Peru, 2019.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos permiten explicar que
la miel de abeja producida por especies de Me-
liponas eburnea y Melipona grandis posee car-
ga bacteriolégica en su contenido, debido a la
manipulacion inadecuada durante el proceso de
extraccion y envasado, sin embargo, presenta
un efecto inhibitorio bacteriano siendo estu-
diadas en nuestras evaluaciones de tiempo de
supervivencia, capacidad antibacteriana conse-
cuente a las concentraciones inhibitoria minima
y bactericida minima sobre el crecimiento de
Escherichia coli drogorresistente, esta cepa fue
empleada por su importancia en el area de la
salud publica, por lo que su potencial uso me-
dicinal a nivel hospitalario demostrado en nues-
tros resultados puede ser prometedor para sal-
vaguardar la salud de la poblacién.

En un estudio realizado por Fontes et al. (2013)
sobre contaminaciéon bacteriana, afirman que

existe contaminacién por parte del meliponicul-
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tor cuando no tienen buenas practicas de ma-
nufactura en el momento de recoleccion; lo que
concuerda con nuestro estudio ya que determi-
namos la existencia de la contaminacion de la
miel en el proceso de extraccidon y envasado;
Sanchez et al. (2012) también menciona que
el proceso de produccién realizada artesanal-
mente carece de tecnologia que garantice un
alimento inocuo listo para el consumo huma-
no, ante ello nuestros resultados muestra que
la miel madura y la miel envasada contiene una
carga bacteriana de 800 UFC y 10 000 UFC de
bacterias aerobias mesofilas viables, lo cual es-
taria dentro del limite permisible establecido en
la norma sanitaria en Pert (MINSA, 2008), del
VI item de azucares mieles y productos simi-
lares; asi como del ICONTEC (2012), presen-
tando como parametros de 10° a 10* UFC; sin
embargo, teniendo un resultado como 800 UFC
(8x10?) de la miel madura, estaria por debajo
del recuento para bacterias aerobias mesofilas
viables, la que indicaria que mientras sea menor
la carga bacteriana resultaria un producto mas
eficaz, cabe mencionar que esta norma estable-
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cida es en base a mieles producidas por abejas
del género Apis, esta referencia se tomd para la
investigacién como productos similares de esta
normativa peruana, ya que Grajales-Conesa et
al. (2018) y Souza et al., (2006), mencionaron
sobre la no existencia de una regulacién para
mieles producidas por abejas sin aguijon en dis-
tintas regiones del mundo, asi mismo Ormefio
et al. (2021) indica que los parametros que es-
tablece la legislacion peruana para Apis melli-
fera no son adecuadas para algunas variables
analizadas, donde es necesario estandarizar los
lineamientos para la miel de abeja sin aguijon.
Por otro lado en el estudio realizado no se en-
contré diferencias significativas entre las mieles
de las especies evaluadas de Meljpona eburnea
y Melipona grandis, sin embargo se mostrd una
sutil diferencia en M. eburnea, debido a que no
se encontrd colonias bacterianas en una mues-
tra analizada a diferencia de M. grandis que si
se encontré en todas las muestras de mieles,
esta evidencia puede deberse a lo indicado por
Zamora (2011), que las muestras de las mieles
son dependientes de su origen de la fuente del
néctar, asi como del drea geografica, esta in-
formacion también puede ser corroborado por
Roubik (1989), en la que hace mencidn la de-
pendencia de las caracteristicas del ambiente
como la distribucién y abundancia de diferentes
tipos de recursos, adicionales a las caracteris-
ticas especificamente florales que contribuye a
la capacidad antimicrobiana del contenido de
la miel, es decir, que la miel producida por M.
grandis esta relacionado su capacidad antimi-
crobiana con la fuente de recursos que encontrd
en tierra firme en el Nanay, y M. eburnea tuvo
mas recursos florales por que fue muestreado
tanto en tierra firme como en zona inundable

Respecto a la estimacion del tiempo de supervi-
vencia de E. coli drogorresistente, se encontrd
estudios realizados de supervivencia del mismo
agente patdgeno en otros productos de con-
sumos como las frutas y verduras, donde esta
bacteria logré una supervivencia promedio de
72 horas (Castro et al, 2004). Otros estudios
han demostrado que determinadas especies de
bacterias pertenecientes a la familia Enterobac-
teriaceae, en particular E. coli como bioindica-
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dor de contaminacién de origen fecal (Puccia-
relli et al, 2014) capaces de resistir hasta 34
dias en miel de Apis mellifera (Coll et al., 2008).
En nuestros resultados, E. coli drogorresistente
logra sobrevivir hasta las 32 horas en promedio,
donde se podria comprobar que la miel de abe-
ja sin agujon resulta ser mas eficaz.

Los resultados obtenidos por Cabrera et al.
(2006) respecto a la capacidad antibacteriana
de la miel, reportan mayor sensibilidad de cepas
de E. coli, frente a mieles que fueron evaluadas
a partir de mieles zulianas (Zulia, Venezuela),
asi mismo Fangio et al. (2007) observaron la
presencia de halos de inhibicién de crecimiento
de E. colilos valores de halos formados fueron
superiores de 20 mm de diametro, asi mismo
Ewnetu et al. (2013), muestran que el mayor
tamafio de halo de inhibicion es de 22,27 mm.
En nuestra investigacion todas las muestras evi-
denciaron halos de inhibicion donde el mayor
diametro obtenido fue de 11,74 mm en miel en-
vasada por el productor, habiéndose empleado
en la prueba bacterioldgica cepas resistentes a
los antimicrobianos en comparacion de los estu-
dios realizados por Cabrera et al. (2006) Fangio
et al. (2007) y Ewnetu et al. (2013) donde no
emplearon cepas drogorresistente. En la actua-
lidad la resistencia de esta bacteria a los anti-
microbianos es elevada (Puig et al., 2014), y
nuestros resultados muestra que las mieles de
abeja sin aguijon son activas frente a E. coli
drogorresistente.

La concentracion inhibitoria minima y la con-
centracion bactericida minima, en muestras de
mieles evaluadas nos indico un efecto inhibito-
rio sobre E. coli drogorresistente equivalentes
a 125 mg/ml, este dato de la concentracion
inhibitoria minima coincide con el reporte pre-
sentado por Sherlock et al. (2010). Ewnetu et
al. (2013) reporta que la concentracion inhibi-
toria minima es de 6,25 mg/ml y concentracion
bactericida minima 125 mg/ml. Mientras que,
Estrada et al. (2005) mencionan que la miel de
abeja logra inhibir a E. coli en concentraciones
al 100 % mas no diluida, por otro lado, Rah-
man et al. (2013) indica que la miel de abeja
sin aguijon no logré inhibir el crecimiento de E.
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colia 375,0 mg/ml. En nuestras evaluaciones la
miel diluida podria compararse con las muestras
de miel inmaduras donde se necesité un prome-
dio de 311 mg/ml, es decir se necesita cuatro
veces mas de concentracion de miel inmadu-
ra para lograr un efecto bactericida parecido al
de la miel madura, siendo la miel inmadura la
menos adecuada para inhibir esta bacteria. Las
diferencias de resultados podrian ajustarse al
efecto del periodo de almacenamiento y al calor
sobre las propiedades fisicoquimicas y estudio
del efecto antibacteriano de la miel sobre E. coli
(Badawy et al., 2004).

La aparicion de cepas resistentes contra los
antimicrobianos es una realidad que se fue
probando en los ultimos afios, siendo E. coli
implicado con mas frecuencia (Garcia-Hernan-
dez et al, 2011) llevando consigo la busque-
da de tratamientos alternativos lo que condujo
al redescubrimiento de la miel de abeja dada
sus propiedades antimicrobianas y su notable
efecto desinflamatorio y cicatrizante, no obs-
tante estas propiedades medicinales fueron re-
conocidas desde tiempos antiguos (Cooper et
al,, 2002), de modo que al ser un producto de
origen animal se debe considerar la carga bac-
teriana (Zamora y Arias, 2011). La importancia
de los resultados expresados en la investigacién
reafirma las propiedades medicinales pese a la
carga bacteriana presente en su composicion,
aportando informacion especifica en mieles pro-
ducidas por abejas sin aguijon.

A futuro, es indispensable desarrollar una re-
gulacion para mieles producidas por abejas sin
aguijéon, ya que en su composicién presenta
una carga microbial baja, tal como menciona
Estrada et al. (2005), donde las muestras pre-
sentaron recuentos iguales o menores de 102
UFC siendo equivalentes a nuestros resultados,
esto se debe a que los microorganismos en la
miel no encuentran caracteristicas éptimas para
multiplicarse, sin embargo cuando los recuen-
tos son altos probablemente se debe a una con-
taminacién por una manipulacién inadecuada
durante y después de la extraccion de la miel,
la razén por la cual no se debe detener la di-
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vulgacion por diferentes medios informativos y
practicos para llegar a buenas practicas con los
productores de miel de abeja. Por otro lado, es
necesario generar estudios respecto a los re-
cursos florales colectadas por meliponas para la
produccion de miel, donde se estudiaria el con-
tenido medicinal y su eficacia en ella, también
es necesario llevar a cabo estudios minuciosos
sobre el uso de agentes terapéuticos para bac-
terias resistentes a los medicamentos después
de la estandarizaciéon farmacéutica y los en-
sayos clinicos, finalmente seguir con estudios
respecto a mieles monoflorales producidas por
meliponidos ya que existe la dependencia de las
caracteristicas del ambiente en su distribucion y
abundancia, estos resultados mostrarian el éxi-
to del origen del efecto antibacterial.
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