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Comparacion del efecto antibacteriano de
tres tipos de miel sobre el Streptococcus
mutans (ATCC® 25175™)

Comparison about antimicrobial effects of three different cain
of honey bee on Streptococcus mutans (ATCC® 25175TM
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RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano in vitro de muestras de miel de Apis mellifera producida en
la Costa, Sierra y Selva contra Streptococcus mutans ATCC 25175.

Material y métodos: Se evalué el efecto en 3 grupos distribuidos en concentraciones de 100%,
50% y 25% para cada miel. Se hicieron 5 repeticiones por grupo experimental. La sensibi-
lidad bacteriana se evalu6é mediante el método de difusion en pozo. El espécimen bacte-
riano fue reactivado en caldo nutritivo, para inocularlo en cultivo Agar Cerebro Corazén.
Resultados: Al enfrentar el microorganismo a las mieles de abeja, se obtuvo halos promedios de inhibicién
de 27,84 mmy 14,38 mm para las concentraciones de 100% y 50% de la miel de abeja de origen de sierra.
Conclusion: sin embargo, las mieles de abeja de origen costa y selva no presentaron halos de inhibiciéon.
Se concluye que la miel de abeja de origen de Sierra al 100% y 50% tienen efecto antibacteriano sobre
S. mutans ATCC 25175

PALABRAS CLAVE: miel de abeja, Apis mellifera, Streptococcus mutans. (Fuente: DeCS BIREME).

ABSTRACT

Objective: To compare the in vitro antibacterial effect of samples of Apis mellifera honey produced in
Costa, Sierra and Selva against Streptococcus mutans ATCC 25175.

Material and methods: The effect was evaluated in 3 groups distributed in concentrations of 100%, 50
% and 25% for each honey. Five repetitions were made per experimental group. The bacterial sensitivity
was evaluated by the well diffusion method. The bacterial specimen was reactivated in nutritious broth,
to inoculate it in heart agar culture.

Results: When facing the microorganism to the honeys of bee, average halos were obtained of inhibition
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of 27,84 mm and 14,38 mm for the concentrations of 100% and 50% of the honey of bee of origin of saw.
Conclusion: nevertheless, bee honeys of coastal and jungle origin did not present inhibition halos. It is
concluded that bee honey of Sierra origin at 100% and 50% have antibacterial effect on S. mutans ATCC

25175
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INTRODUCCION

La caries dental no puede desarrollarse sin la
presencia de carbohidratos fermentables en la
dieta, en particular azucar!. Es conocido que
existe diferentes factores que influyen en el de-
sarrollo de la caries dental, uno de esos facto-
res e la susceptibilidad a desarrollar caries en
presencia de carbohidratos y esta puede verse
influenciada por la genética y de los micronu-
trientes?. Existen estudios que evidencia una re-
lacion significativa entre la actividad fisica, el
comportamiento de la higiene dental y el esta-
do de la caries dental. En este sentido, existen
estudios que evidencian que el comer frutas y
verduras no tiene una relacién significativa con
el estado de la caries dental, encontrando que
los principales determinantes de la caries dental
son el consumo de azucar entre las comidas y el
cepillado dental insuficiente3*.

Sin embargo, los conceptos de caries dental
siempre han estado orientados a definirlos como
una enfermedad caracterizada por la desmine-
ralizacion del esmalte dental la ingesta dieté-
tica, las bacterias cariogénicas Streptococcus
mutans Streptococcus sanguinis o Streptococ-
cus gordonip.

En técnicas vanguardistas en las que se emplean
las secuencias de amplicones de ARNr 16S han
sido identificadas de especies como Streptococ-
cus mutans en todos los pacientes con caries,
otras especies han sido identificadas en menor
proporcion®.

La miel se ha utilizado ampliamente como agen-
te de curaciéon a lo largo de la historia de la hu-

manidad, ademas de su uso generalizado como
alimento popular. Existen varios experimentos
han determinado que la miel de abeja posee ac-
tividad antibacteriana in vitro frente a diferentes
bacterias de importancia en salud. Sin embar-
go, su actividad depende tanto de las especie
de animal, como del microorganismo evaluado,
asi se ha reportado que diferente tipos de miel
de abeja tener efecto antibacteriano frente a
bacterias gram positivas y gram negativas tales
como Staphylococcus aureus, Micrococcus lu-
teus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Shigella flexne-
ri, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa
y Acetobacter baumani como estreptococos
B-hemoliticos del grupo A7 8.

Por lo tanto, existen estudios del efecto antibac-
teriano de la miel de Apis mellifera en diferentes
microorganisnos pero hasta la actualidad no ha
sido investigada su efecto sobre los Streptococ-
cus mutans (ATCC® 25175™). Por lo que, el
objetivo de la presente investigacién se centra
en comparar tres tipos de miel de Apis mellifera
obtenidas en diferentes regiones del Peru.

MATERIAL Y METODOS

Se seleccionaron tres tipos de miel segin su ori-
gen de recoleccién en la costa, sierra y selva.
Los centros de apicultura estaban ubicados en
tres regiones del Pert como se menciona ante-
riormente, para obtener el permiso de recolec-
cion de miel de abeja se coordin6 con los pro-
pietarios quienes tenian licencia de apicultores
certificados por la SENASA - Pert, ademaés de
ser exportadores de miel de abeja. Para el pre-
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sente estudio se recolecto miel de abeja, de tres
apicultores calificados, de eucalipto al 100%
y fue envasada en un frasco de vidrio estéril,
y de color ambar. Se guard6 por 4 dias en un
lugar seco, libre de humedad y sin exposicion
a la luz artificial o solar. Pasado los 4 dias se
abri6 el frasco de las tres mieles y se procedi6
a evaluar el efecto antimicrobiano frente a la
bacteria streptoccoccus mutans siguiendo las
recomendaciones de CLS (Clinical and Labora-
tory Standars Institute)®, el cual consiste en que
para evaluar el efecto antimicrobiano puede ex-
presarse como porcentaje, se recolecto 1ml de
miel en un tubo esteril con 1 ml agua destilada,
se centrifugo a 4000 rpm por 5 minutos, luego
las fracciones solubles de la miel se usaron para
realizar las diluciones dobles seriadas y calcular
las concentraciones expresadas en porcentajes,
después fueron distribuidas en la placa de agar.
Siguiendo las orientaciones de la Clinical and
Laboratory Standars Institute, se recolect6 de
3 a 5 colonias de Streptococcus mutans ATCC
25175 que fueron seleccionadas de un cultivo
en placa de agar Cerebro Corazéon después de
24 horas de su activacion, asi mismo se toco
con un asa esteril la parte superior de cada co-
lonia formada, para transferir a un tubo con 4-5
mL de caldo Miller-Hinton y con ayuda del es-
pectrofotbmetro se midié turbidez a una longi-
tud de onda 625nm con absorbancias de 0,08
- 0,1 para bacterias equivalente a 0,5 del estan-
dar de McFarland, obteniéndose una suspensién
bacteriana resultante del a 2 x 10% (UFC/mL).
En un lapso de tiempo 6ptimo de 15 minutos
después de ajustar la turbidez de la suspensién
del in6culo, con una torunda de algodoén se ino-
culé sobre toda la superficie de una placa de
agar Cerebro-Corazén

A través del método de difusién en pozo!'?, sobre
las placas sembradas, se realizaron 5 perfora-
ciones de 6 mm de diametro, con un sacabo-
cado y se colocaron 50 pL en cada pozo de la
miel de abeja, posteriormente fueron selladas
con parafilm y se incub6 a 37 °C, por un periodo
de 24 horas y después hacer la medicion de los
halos de inhibicién de crecimiento bacteriano.

Estadistica

Para determinar la relacion del efecto antibacte-
riano de la miel de abeja en el crecimiento bacte-
riano, se realizé un analisis de varianza (ANOVA)
con un nivel de significacién de P < 0,05. Para de-
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terminar si existe diferencia significativa entre los
tipos de miel, se empled la prueba t student

RESULTADOS

DE LA MIEL DE ABEJA

Se obtuvo 1 mL de la fraccién soluble de la miel
de abeja de origen de Costa, Sierra y Selva,
considerando frascos comerciales.

A través de la fracciéon soluble se realizé 2 dilu-
ciones doble seriadas, obteniendo concentracio-
nes (V/V) al 100%, 50% y 25% respectivamente
para cada miel dependiendo de su origen.

DE LA ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

De acuerdo al promedio de las mediciones de
los halos de inhibicién de crecimiento microbia-
no, la miel de abeja comercial de origen de la
Sierra present6 actividad antibacteriana contra
Streptococcus mutas ATCC 25175

La miel de abeja comercial de la costa y selva
no presento halos de inhibicién de crecimien-
to antibacteriana contra Sireptococcus mutas
ATCC 25175

De acuerdo a la evaluacion del efecto antibac-
teriano de la miel de abeja Apis mellifera de ori-
gen sierra, present6 inhibicién crecimiento a la

Tabla 1: Comparacién del efecto antibacteriano
de la miel de abeja Apis mellifera contra
Streptococcus mutans ATCC 25175

Apis mellifera

Concentraciones Costa Sierra Selva
Halos de inhibicion

28.10
27.40
27.78
28.12
27.82
14.46
14.82
14.6
14.25
13.75

100%

50 %

25 %

[eNeoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNoNo]
[eNeoNoNoNolNolNoloNoNoNoNoNoNoNe)

[cNoNoNoNe)
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Tabla 2: Evaluacion del efecto antibacteriano de la
miel de abeja Apis mellifera de origen de Sierra,
contra Streptococcus mutans ATCC 25175

Apis mellifera
Concentraciones Sierra
Halo de inhibicién (mm)
100% 28.10 2740 27.78 28.12 27.82 t=060,00
50 % 1446 1482 146 1425 13.75 P=000
25 % 0 0 0 0 0 d=1.89

concentracién del 100 y 50 %, asimismo tam-
bién se obtuvo las mediciones de los halos (Ta-
bla 2), como también el resultado estadistico se
comprobdé la diferencia con la prueba t estudent
(60,06) con un valor de P altamente significati-
vo significancia (p = 0,000) y se verifica con d
de cohen (1,89) cuya fuerza del efecto es mu-
cho mayor que el tipico.

DISCUSION

La caries dental es un importante problema de
salud publica a nivel mundial y es la enfermedad
no transmisible méas extendida'®, ademas que se
sido considerado a S. mutans, durante mucho
tiempo como uno de los principales patégenos
orales y responsables de la caries, asimismo
que forma glucanos y fructanos que promueven
la colonizacién bacteriana y son factores clave
la virulencia en la formacién de caries dental''.

En el presente estudio se evidencié que la miel
de abeja Apis mellifera de origen de Sierra tuvo
efecto antibacteriano a concentraciones del 100
% y 50 % respectivamente, ademas que la cepa
de Streptococcus mutans ATCC 25175 resultd
tener sensibilidad frente a la miel de abeja de
origen de Sierra.

La miel de abeja A. mellifera de origen de Sierra
presentaron diferentes diametros del promedio de
inhibiciéon de crecimiento de 27.84 mm y 14,38
mm, estudio coincidente con Kotris et al® quienes
revelaron la variabilidad del efecto antibacteriano
de diferentes tipos de miel de abeja con respecto
a su origen, obteniendo diferentes medidas de las
zonas de inhibicion. Esta diferencia se demuestra
que las mieles de abeja presentan una variabilidad
dependiendo del origen de su cosecha. Ademas
otros autores como Kalidasan et al.”, compararon
el efecto antibacteriano de muestras de miel natu-
ral y comercial contra bacterias patoégenas indisti-

tamente de Stretococcus mutans, obtuvieron ma-
yor actividad antibacteriana en miel natural que
miel comercial presentando zonas de inhibicion
de 26 mm y 22 mm para Staphylococcus aureus.
Otros estudios como Rani et al'? demostraron
la capacidad antibacteriana de la miel de abeja
contra bacterias meticilino resistentes y meticili-
no sensibles mostrando una zona de inhibicion de
36,2 mm y 46,16 mm respectivamente por otro
lado Murugesan K et al'>. compararon el efecto
antibacteriano de tres mieles naturales y una miel
de abeja comercial, obtuvieron rangos de inhibi-
cion de 16 a 30 mm, todas las mieles evaluadas
presentaron efecto antibacteriano (14).

Complementando el estudio, otros autores tam-
bién demostraron el efecto antibacteriano de
la miel de abeja, tal como Wasihun y Kasa'4,
evidenciaron el potencial antibacteriano frente
a bacterias multirresistentes, demostrando su
actividad bacteriostatica y bactericidad, asimis-
mo Mshelia, Adeshina y Onaolapo demostraron
también la actividad antibacteriana de la miel de
abeja de manera sinérgica con el jugo de limén
e independiente obteniendo como hallazgo su
capacidad bactericidad'>.

Con el presente estudio se puede corroborar
que la miel de abeja puede contribuir en el con-
trol del crecimiento de Streptococcus mutans,
dependiendo de su origen natural o comercial y
la region de cosecha.

CONCLUSIONES

e os resultados del estudio comparativo demos-
traron, que la miel de abeja Apis mellifera de
origen de Sierra presenté mayor efecto antibac-
teriano in vitro que el de origen de Costa y Selva
contra Streptococcus mutans ATCC 25175.

eLa miel de abeja Apis mellifera de origen de
Costa no present6 efecto antibacteriano en las
concentraciones evaluadas.

eLa miel de abeja Apis mellifera de origen de
Sierra present6 efecto antibacteriano a concen-
tracion del 100 y 50 % respectivamente.

eLa miel de abeja Apis mellifera de origen de

Selva no present6 efecto antibacteriano en las
concentraciones evaluadas.

AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA/297



AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA
Vol. 34 - Ntm. 6 - 2018

BIBLIOGRAFIA

1.

Hujoel PP, Lingstrém P. Nutrition, dental ca-
ries and periodontal disease: a narrative re-
view. J Clin Periodontol. marzo de 2017;44
Suppl 18:S79-84.

John JR, Daniel B, Paneerselvam D, Rajen-
dran G. Prevalence of Dental Caries, Oral
Hygiene Knowledge, Status, and Practi-
ces among Visually Impaired Individuals in
Chennai, Tamil Nadu. Int J Dent [Internet].
2017 [citado 21 de octubre de 2018];2017.
Disponible en: https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/pmc/articles/PMC5387819/

Suratri MAL, Indirawati T, Vivi S. Correla-
tion between dental health maintenance be-
havior with Dental Caries Status (DMF-T).
[Internet]. 2018 [citado 21 de octubre de
2018]. Disponible en: https://www.bali-
medicaljournal.org/index.php/bmj/article/
view/836

Diouf M, Kebe M, Guirassy ML, Diop M,
Diouf A, Kanoute A, et al. Dental Caries
and Associated Determinants among Stu-
dents of the Military School of Saint Louis
(Senegal). Open J Epidemiol. 13 de sep-
tiembre de 2017;07:299.

Garcia SS, Blackledge MS, Michalek S, Su
L, Ptacek T, Eipers P, et al. Targeting of
Streptococcus mutans Biofilms by a Novel
Small Molecule Prevents Dental Caries and

Preserves the Oral Microbiome. J Dent Res.
julio de 2017;96(7):807-14.

Ribeiro AA, Azcarate-Peril MA, Cadenas MB,
Butz N, Paster BJ, Chen T, et al. The oral
bacterial microbiome of occlusal surfaces

in children and its association with diet and
caries. PloS One. 2017;12(7):e0180621.

Kalidasan I, Saranraj, Ragul P, Sivasakthi S.
Antibacterial Activity of Natural and Com-
mercial Honey-A Comparative Study. Adv
Biol Res. 11(6):365-72.

Kotris I, Talapko J, DrenjanXeviX D. Evalua-
tion of Antibacterial Activity of Two Different
Honeys against Clinical Isolates of B-he-
molytic Streptococci Group A. SEEMED J.

298/AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA

10.

11

12.

13.

14.

15.

2017:(1):67-73.

M11Ed9 | Methods for Antimicrobial Sus-
ceptibility Testing of Anaerobic Bacteria,
9th Edition [Internet]. Clinical & Laboratory
Standards Institute. [citado 22 de octubre
de 2018]. Disponible en: https://clsi.org/
standards/products/microbiology/docu-
ments/m11/

WHO | Sugars and dental caries [Internet].
WHO. [citado 22 de octubre de 2018]. Dis-
ponible en: http://www.who.int/nutrition/
publications/nutrientrequirements/su-
gars-dental-caries-keyfacts/en/

. Giacaman RA. Sugars and beyond. The role

of sugars and the other nutrients and their
potential impact on caries. Oral Dis. octu-
bre de 2018;24(7):1185-97.

Rani GN, Budumuru R, Bandaru NR. Antimi-
crobial Activity of Honey with Special Refe-
rence to Methicillin Resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) and Methicillin Sensitive Sta-
phylococcus aureus (MSSA). J Clin Diagn Res
JCDR. agosto de 2017;11(8):DCO05-8.

Murugesan K, Vijayan H, Ezhilarasi MR,
Maheshwaran P, Radha RS, Shama M. Anti-
bacterial Activity of Honey against Selected
Pyogenic Bacteria. (26):4.

Wasihun AG, Kasa BG. Evaluation of an-
tibacterial activity of honey against mul-
tidrug resistant bacteria in Ayder Referral
and Teaching Hospital, Northern Ethiopia.
SpringerPlus. 2016;5(1):842.

Bm M. The Antibacterial Activity of Honey and
Lemon Juice against Streptococcus pneumo-
niae and Streptococcus pyogenes Isolates
from Respiratory Tract Infections. Adv Bio-
technol Microbiol [Internet]. 14 de agosto de
2017 [citado 22 de octubre de 2018];5(2).
Disponible en: http://juniperpublishers.com/
aibm/AIBM.MS.ID.555660.php

CORRESPONDENCIA:

Dra. Marisel Roxana Valenzuela Ramos.
Teléfono: +51956291247

Correo electréonico: vmarisel@hotmail.com



