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RESUMEN. Se realiz6 un estudio comparativo entre la actividad antibacteriana de miel y cefalexina sobre una cepa de Escherichia coli
y de miel y cefquinoma sobre una cepa de Staphylococcus aureus mediante ensayos de curva de muerte modificada. En todos los
ensayos, la méxima actividad antibacteriana de la miel se observé a una diluciéon del 50% v/v. Respecto de la eficacia comparativa
entre la miel y los antibidticos, se observé que sobre E. coli, cefalexina logré una reduccion del conteo de bacterias viables compatible
con un efecto bactericida (< 500 ufc/mL), mientras que la miel no logré superar este punto de corte. Lo opuesto se observo para S.
aureus, donde la miel logré una reduccion del conteo de bacterias viables compatible con un efecto de erradicacion bacteriana (< 50
ufc/mL) respecto del efecto bactericida obtenido con cefquinoma (< 500 ufc/mL). Estos resultados preliminares, corroboran la
necesidad de revalorar la actividad antibacteriana de productos naturales, cuya eficacia -aunque de manera empirica- ya era conocida
desde la antigliedad y que fuera olvidada a partir de la aparicién de los antibidticos.

SUMMARY. In vitro bactericidal activity of honey against Escherichia coli and Staphylococcus aureus. Comparison with the activity
of cephalosporins. A comparative study was conducted between the antibacterial activity of honey and cephalexin against a strain of
Escherichia coli and honey and cefquinome against a strain of Staphylococcus aureus by modified time-kill-curves essays. In all trials,
the maximum antibacterial activity of honey was observed at a dilution of 50% v/v. Regarding the comparative efficacy between honey
and antibiotics, it was observed that against E. coli, cephalexin achieved a reduction in viable bacteria count compatible with a
bactericidal effect (<500 cfu/mL), while honey did not overcome this breakpoint. The opposite was observed for S. aureus, where
honey achieved a reduction in the viable bacteria count compatible with a bacterial eradication effect (<50 cfu/mL) with respect to the
bactericidal effect obtained with cefquinome (<500 cfu/mL). These preliminary results corroborate the need to revalue the
antibacterial activity of natural products, whose efficacy - although empirically - was already known since antiquity and was forgotten
after the appearance of antibiotics.
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La medicina tradicional siempre reconocié las pro- muchas culturas originarias la siguieron utilizando con
piedades curativas de la miel sobre las enfermedades fines medicinales (Kwakman y Zaat, 2012).

de la piel (McLoone et al., 2016). Ya en la antigua

Persia, en el antiguo Egipto y en Grecia, estaba do- La pérdida de eficacia de los antibidticos a causa del
cumentado el empleo de miel para el tratamiento de avance de la resistencia bacteriana y la escasez de
heridas, eczemas e inflamaciones cuténeas (Eteraf- nuevas drogas para hacer frente a esta problematica
Oskouei y Najafi, 2013). Con la llegada de los anti- (Nathan, 2004), ha llevado a que la Organizacién Mun-
bidticos, el uso medicinal de la miel fue abandonado y dial de la Salud, reconozca la posibilidad del inicio de
olvidado (Molan, 2001; Fiorilli et al., 2015), aunque una era posantibidtica, donde infecciones comunes
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puedan provocar la muerte (WHO, 2014). Frente a esta
situacion la comunidad cientifica ha comenzado a
revalorar la actividad antibacteriana de la miel (Cooper
et al., 2002) y se ha despertando el interés por su
empleo en el tratamiento de infecciones dérmicas
producidas por bacterias resistentes (Bonn, 2003).

Numerosos estudios han demostrado que la miel pre-
senta una actividad antibacteriana de amplio espectro,
que incluye gérmenes aerobios, anaerobios, Gram
positivos y Gram negativos (Cooper et al., 2002; Al-Waili
et al., 2005). Muchos microorganismos que son la
etiologia de infecciones dérmicas en humanos como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y Streptococcus pyogenes, han mos-
trado ser sensibles a la actividad de la miel (Molan,
2001; Ong, 2014).

La actividad antibacteriana de la miel es consecuencia
de la accion conjunta de varios factores y compuestos
siendo los mas importantes: la elevada osmolaridad, el
bajo pH (3,2-4,5) (Kwakman y Zaat, 2012), y el peréxido
de hidrégeno, cuya accidn es responsable de una parte
importante de su actividad antibacteriana (Fiorilli et al.,
2015). Ademas se han identificado factores fitoquimicos
tales como derivados tetraciclinicos, peréxidos, amilasa,
acidos grasos, fenoles, acido ascorbico, terpenos, al-
cohol benzilico y acido benzoico, los que también le
confieren a la miel su actividad bactericida y bacte-
riostatica (Shears, 2000).

Otro componente que tiene un importante papel en su
actividad antibacteriana es la defensina de abeja-1, que
es un péptido antibacteriano enddgeno secretado por
la glandula hipofaringea de la abeja, que ingresa a la
miel a través de la saliva de esta durante el proceso de
su fabricacion y presenta gran actividad sobre bacterias
Gram positivas, especialmente S. aureus (Kwakman et
al, 2010).

A diferencia de los antibidticos que destruyen las
bacterias a partir de mecanismos de accidn especificos,
todos los factores y compuestos presentes en la miel,
ejercen su accidn de manera inespecifica y, actuando en
conjunto, dan como resultado la muerte o la inhibicién
del crecimiento de muchas especies bacterianas, inclu-
sive aquellas que han desarrollado resistencia a un
antibidtico en particular como S. aureus meticilino
resistente (Maeda et al., 2008) o que han desarrollado
multirresistencia (Wasihun y Kasa, 2016).

Si bien la actividad antibacteriana de la miel ha sido
reportada sobre muchas cepas bacterianas (Wasihun y
Kasa, 2016), no son muchos los estudios comparativos
entre el efecto antibacteriano de esta y el obtenido con
agentes antibioticos.

En este estudio se evaluaron y compararon las acti-
vidades bactericidas de: (i) una miel regional y cefal-
exina (cefalosporina de 1™ generacién) sobre una cepa
de Escherichia coli y (ii) una miel regional y cefquinoma
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(cefalosporina de 4™ generacién) sobre una cepa de
Staphylococcus aureus.

Las bacterias utilizadas fueron E. coli ATCC 25922 y S.
aureus ATCC 29213. La miel utilizada fue una miel de
pradera originaria de la zona rural de Esperanza, Santa
Fe, Argentina, cosechada en el apiario existente en la
Unidad Académica Productiva (UAP) perteneciente a la
Asociaciéon Cooperadora de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional del Litoral,
Esperanza, Argentina. Los antibioticos utilizados consis-
tieron en estandares de cefalexina y cefquinoma de
pureza conocida.

La actividad bactericida de la miel y los antibidticos se
evalué en ensayos modificados de curvas de muerte
bacteriana, en las que las curvas de crecimiento testigo
de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213 se
realizaron en caldo Mueller Hinton (Garcia-Rodriguez y
col., 2001).

Los indéculos de las cepas de E. coli ATCC 25922 y S.
aureus ATCC 29213 con una concentracidén bacteriana
de 5 x 10° unidades formadoras de colonia/mL (ufc/mL)
fueron expuestos a miel diluida en caldo Mueller Hinton
a las siguientes concentraciones: 50, 40, 30, 20 y 10 %
v/v.

Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de
cefalexina sobre E. coli ATCC 25922 y de cefquinoma
sobre S. aureus ATCC 29213 fueron determinadas por el
método de macrodilucion en tubo (CLSI, 2008) dentro
de un intervalo de concentraciones comprendidas entre
0,5 y 64 pg/mL para cefalexina y entre 0,03 y 4 pg/mL
para cefquinoma.

En los ensayos de curvas de muerte modificadas, los
indculos de E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 29213
(5 x 10° ufc/mL) fueron expuestos a concentraciones
equivalentes a 0,5 x CIM, 1 x CIM, 2 x CIM y 4 x CIM de
cefalexina y cefquinoma respectivamente.

Tanto en las curvas de crecimiento testigo y muerte en
presencia de miel y antibidtico, todos los indculos
fueron incubados a 35°C durante 24 h. Durante ese
periodo se extrajeron alicuotas a tiempo cero y a las 24
h. Las alicuotas fueron diluidas en forma seriada en
solucién fisiolégica y de cada una se extrajeron 100 pL
que fueron extendidos sobre la superficie de placas de
agar Mueller Hinton. Luego de incubar las placas a 35°C
durante 24 h se procedié al conteo de ufc/placa. El
nimero de ufc/placa obtenido al final de cada ensayo
para cada concentracion de miel y antibidtico, se
multiplicé por el factor de correccién que derivd de
cada dilucidn realizada y el conteo de bacterias viables
se expresd como log; ufc/mL.

La eficacia antibacteriana de la miel y los antibiéticos se
evalud con tres puntos de corte: (i) actividad bacte-
riostdtica, sin modificacién del log,y conteo bacteriano
inicial y que equivale a la CIM, (ii) actividad bactericida,
cuando el log;, del conteo de bacterias viables fue < 2,7



que corresponde a un conteo bacteriano < 500 ufc/mLy
que es equivalente a la concentracidon bactericida
minima (CBM) y (iii) erradicaciéon bacteriana, cuando
logip, del conteo de bacterias viables fue < 1,7 que
corresponde a un conteo bacteriano < 50 ufc/mL y que
es equivalente a la concentraciéon minima de erradi-
cacion bacteriana (CME) (Baroni et al., 2014; Patricelli
et al., 2017).

La relacién entre los valores del log;o ufc/mL en funcion
de cada concentracién de antibiotico y cada dilucion de
miel, se ajustd con el modelo sigmoideo de respuesta
maxima o de Hill (Ecuacion 1).

Rma,‘c ) CN

R = Ry + —2ex
OJFC._;O+CN

Ecuacién 1

Donde R es el numero de bacterias viables expresado
como logyo ufc/mL, Ry es el logy, ufc/mL al inicio del
ensayo, R, €S la maxima reduccion del conteo de
bacterias viables (log;, ufc/mL) respecto del conteo
bacteriano inicial, Cs, es la diluciéon de miel expresada
en % p/v o la concentracion de antibidtico (ug/mL) que
logra el 50% de Rp., C es la dilucion de miel o
concentracién de antibidtico y N es el coeficiente de
sigmoidicidad o de Hill.

El ajuste de los datos experimentales se realiz6 median-
te regresion no lineal ponderada de minimos cuadrados
con el software ADAPT Il (BMSR, University of Southern
California, USA).

Reordenando la ecuaciéon 1 se obtuvo una segunda
ecuacion con la que se estimaron los valores tedricos de

E. coli ATCC 25922 A
10 3 10

o o
o o

las diluciones de miel o las concentraciones de
antibidtico con que se obtendrian los tres efectos anti-
bacterianos mencionados (Ecuacion 2).

(R —Ry) - CX,
“R,—R

Rmax

Ecuacion 2

Donde R es la respuesta esperada (log;, ufc/mL) de la
que se requiere saber que concentracion de miel o
antibidtico se necesita para obtenerla. Los demas para-
metros ya fueron explicados.

Los valores de CIM de cefalexina para E. coli ATCC
25922 y de cefquinoma para S. aureus ATCC 29213
fueron 16 pg/mLy 0,5 pug/mL respectivamente.

Las eficacias antibacterianas calculadas a partir del
recuento de bacterias viables al final del ensayo (efica-
cia observada) para miel y cefalexina sobre E. coli ATCC
25922 fueron 99,77 % y 99,94 % respectivamente,
mientras que para miel y cefquinoma sobre S. aureus
ATCC 29213 fueron 99,99 % y 99,94 % respectivamente.

La evolucién del conteo de bacterias viables expresado
como log;, ufc/mL de E. coli ATCC 25922 en funcidon de
concentraciones crecientes de miel y cefalexina y de S.
aureus ATCC 29213 en funcion de concentraciones cre-
cientes de miel y cefquinoma se presentan en la figura
1.

E. coli ATCC 25922 B

Figura 1. Evolucion del conteo de bacte-
rias viables expresado como logyo ufc/mL
de E. coli ATCC 25922 en funcién de con-

centraciones crecientes de miel (A) vy
b cefalexina (B) y de S. aureus ATCC 29213
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a tos de corte de eficacia antibacteriana; a)
actividad bacteriostatica, b) actividad
bactericida y c) actividad de erradicacion

¢ bacteriana tedrica.
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Los parametros farmacodindmicos estimados por el
ajuste de los datos experimentales con el modelo sig-
moideo de respuesta maxima o de Hill (Tabla 1)
muestran que sobre S. aureus ATCC 29213, la miel logré
una mayor reduccién del log,, de bacterias viables
(Rmax) Y necesitd menor concentracién (% v/v) para
obtener el 50% de ese efecto (Csq), respecto de la
actividad obtenida sobre E. coli ATCC 25922.

Tabla 1. Parametros farmacodinamicos estimados por ajuste
de los valores del conteo de bacterias viables expresado como
logyo ufc/mL de E. coli ATCC 25922 en funcién de concen-
traciones crecientes de miel y cefalexina y de S. aureus ATCC
29213 en funcidon de concentraciones crecientes de miel y
cefquinoma. R es el numero de bacterias viables expresado
como logio ufc/mL, Ry es el logio ufc/mL al inicio del ensayo,
Rmax, €S la maxima reduccion del conteo de bacterias viables
(log1o ufc/mL) respecto del conteo bacteriano inicial, Cs es la
dilucion de miel expresada en %v/v o la concentracién de
antibidtico (ug/mL) que logra el 50% de Rma., Y N es el coe-
ficiente de sigmoidicidad o de Hill.

Escherichia coli ATCC 25922

Miel Cefalexina
9,040 9,203
-5,579 -7,038
15,943 10,790
P 4,460 4,785
Staphylococcus aureus ATCC 29213
PPEEmetics N viel  Cefquinoma
I 8372 7,953
-7,427 -6,169
12,473 0,712
1,704 1,011

También se observdé una diferencia respecto a la
sensibilidad de la actividad antibacteriana, ya que sobre
S. aureus ATCC 29213, el incremento de la eficacia fue
gradual (N = 1), es decir que el conteo de bacterias
viables se redujo en forma cuasi proporcional a las
concentraciones de miel, fenédmeno también observado
para cefquinoma, mientras que sobre E. coli ATCC
25922, la actividad de la miel fue de tipo todo o nada (N
>> 1) es decir que basté una dilucién de miel (10 % v/v a
20 % v/v) para que se pasara de ausencia de actividad a
una reduccion importante en el nimero de bacterias
viables, siendo este fendmeno también observado en la
actividad de cefalexina.

Respecto de eficacia comparativa entre la miel y los
antibidticos, se observé que sobre E. coli ATCC 25922,
solo cefalexina logré una reduccion del conteo de bac-
terias viables compatible con un efecto bactericida (<
500 ufc/mL), mientras que la miel no logré superar este
punto de corte.

Lo opuesto se observd para S. aureus ATCC 29213,
donde la miel logré una reduccion del conteo de bac-
terias viables compatible con un efecto de erradicacién
bacteriana (< 50 ufc/mL) respecto del efecto bactericida
obtenido con cefquinoma (< 500 ufc/mL).
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Los valores de las concentraciones de miel y los anti-
bidticos para obtener los efectos bacteriostatico, bacte-
ricida y de erradicacidon bacteriana, que fueron calcu-
lados a partir de los parametros estimados con el
modelo de respuesta maxima o de Hill se presentan en
la tabla 2.

Tabla 2. Valores estimados de las concentraciones de miel (%
v/v), cefalexina y cefquinoma (ug/mL) para obtener los efectos
bacteriostaticos (CIM), bactericida (CBM) y de erradicacion
bacteriana (CME) sobre E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC
29213, calculados a partir de los pardmetros estimados por el
ajuste de los datos experimentales con el modelo de respuesta
maxima o de Hill. CIM: concentracién inhibitoria minima; CBM:

concentracién bactericida minima; CME: concentracion
minima de erradicacion bacteriana.
Escherichia coli ATCC 25922
Miel Cefalexina

17,04 %v/v 11,32 pg/mL

- 18,18 pg/mL
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Miel Cefquinoma
7,03 %v/v 0,28 pug/mL
24,8 %v/v 4,01 pg/mL
44,8 %v/v -

La miel presentd sobre S. aureus ATCC 29213 una
concentracidn equivalente a la CIM de CIM (7,03 % v/v),
logrando sobre esta bacteria un equivalente a la erra-
dicacién bacteriana (CEM) con una concentracion
cercana al 50 % v/v (44,8 % v/v). Por el contrario, sobre
E. coli ATCC 25922, la miel solamente logré un efecto
bacteriostatico (CIM) necesitando para ello una con-
centracion de 17,04 % v/v, que fue 2,42 veces mayor a
la necesaria para obtener el mismo efecto sobre S.
aureus ATCC 29213

En este trabajo se presenta informacion preliminar
acerca de la actividad antibacteriana de una miel origi-
naria de la zona rural de la Ciudad de Esperanza,
ubicada en la regién centro de la provincia de Santa Fe
y se reportan los valores estimados de CIM, CBM y CEM
de la misma sobre dos cepas bacterianas (S. aureus
ATCC 29213 y E. coli ATCC 25922) empleando un
modelo matematico. Esta metodologia se utilizé porque
la turbidez de las diluciones de miel, impedia la
determinacion de la CIM por inspeccidn visual y, porque
la estimacién de los valores de CBM y CME por re-
cuento de bacterias viables resultaria sesgada a causa
de la inexactitud originada por los intervalos entre las
diluciones de la miel. Por el contrario, el ajuste de los
valores de log,, ufc/mL con el modelo matematico,
permitid estimar con exactitud el valor de estos para-
metros, evitando asi el error mencionado.

La miel regional presentd la maxima eficacia anti-
bacteriana sobre las cepas de S. aureus y E. coli en su
maxima concentracion (50 % v/v), mostrando asi una



actividad concentracién dependiente, lo que concuerda
con lo reportado por Wasihun y Kasa, (2016).

La potencia de la actividad antibacteriana de la miel
regional, entendida como la concentracion de miel (%
v/v) capaz de eliminar el 50% del indculo original y que
se expresa como Cs) fue menor sobre S aureus (menor
valor de Csy) que sobre E. coli (Tabla 1). Ademas, se
observé que el valor de la CIM sobre S. aureus (7,03 %
v/v) fue menor al estimado para E. coli (17,04 % v/v)
(Tabla 2), resultados que se corresponden con las
observaciones reportadas por Sherlock et al. (2010) y
Kateel et al. (2018), quienes observaron que mieles de
diversos origenes presentaron menores valores de CIM
sobre bacterias Gram positivas que sobre bacterias
Gram negativas.

No obstante la menor potencia y eficacia de la miel
regional sobre E. coli ATCC 25922, la dilucion de esta al
50% v/v logré una eficacia del 99,77%, que aunque no
llega a ser compatible con un efecto bactericida, no
deja de ser una actividad antibacteriana importante,
tratandose de un producto de origen natural.

Respecto a la actividad comparada entre la miel regio-
nal y cefquinoma sobre la cepa de S. aureus ATCC
29213, la primera mostré ser una importante alter-
nativa a la terapéutica antibidtica convencional, ya que
logré sobre esta bacteria la erradicacidon bacteriana
tedrica (CME) en contraposicién a la actividad bacte-
ricida (CBM) obtenida con este antibidtico (Tabla 2),
que es una cefalosporina de 4" generacién y que estd
indicada para el tratamiento de infecciones producidas
por cepas de S. aureus meticilino resistentes (Li et al.,
2016).

Siendo que S. aureus es uno de los agentes bacterianos
que con mayor frecuencia se halla contaminando
heridas cutdneas, los resultados obtenidos en este
estudio respaldan el empleo potencial de este producto
natural, que ha mostrado ser un antibacteriano de
superficie tan efectivo como muchos agentes anti-
bidticos. Su aplicacidon tdpica sobre heridas produce
exfoliacion de tejidos muertos y favorece la formacién
de tejido de granulaciéon, la angiogénesis y la reepi-
telizacién, y al ejercer ademas actividad antibacteriana
sobre la solucién de continuidad, evita la proliferacién o
la invasion de la herida por parte de microorganismos
patégenos (Mandal y Mandal, 2011).

Los resultados obtenidos en este estudio, corroboran la
necesidad de revalorar la actividad antibacteriana de
productos naturales con actividad antimicrobiana como
la miel, cuya eficacia —aunque de manera empirica— ya
era conocida desde la antigliedad y que fuera olvidada
a partir de la aparicion de los antibioticos y destacan la
importancia de testear la actividad antibacteriana de
mieles originarias de la regidén centro de la provincia de
Santa Fe para identificar aquellas que presentan mayor
potencia y eficacia antibacteriana.
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