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Resumen

La miel de las abejas sin aguijén ha sido utilizada ancestralmente para diferentes fines
curativos y como endulzante, pero no cuenta con normativas que respalden su calidad.
La presente investigacion tiene la finalidad de aportar informacion que ayuden a
establecer requisitos microbioldgicos para la miel de abejas sin aguijon. Las muestras
de miel (n=31) fueron recolectadas en la provincia de Loja-Ecuador en un total de 13
comunidades, las cuales fueron recolectadas asépticamente y luego almacenadas a
4°C hasta su posterior analisis. Se sembro las diluciones seriadas de cada miel en
placas de conteo rapido y placas de medio agar para la identificacion de
microorganismos. Los resultados obtenido muestran la ausencia de Escherichia coli y
coliformes totales, y la presencia de aerobios mesdéfilos en el 52%, bacilos esporulados
Gram positivos en 48%, hongos y levaduras en 35% y Staphylococcus aureus en 19%.
El 38.7% de las muestras no cumplen con los criterios microbiolégicos para miel de Apis
mellifera. Aunque los componentes antimicrobianos de la miel pueden controlar el
crecimiento de microorganismos, otros factores puede generar un efecto negativo como:
la alteracion de las propiedades fisicoquimicas, tiempo de maduracion y contaminacion
secundaria.
Palabras clave:

e ABEJAS SIN AGUIJON

e MIEL

e ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
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Abstract

Honey from stingless bees has been used ancestrally for different curative purposes and
as a sweetener, but there are no regulations to support its quality. The purpose of this
research is to provide information to help establish microbiological requirements for
stingless honey. The honey samples (h = 31) were collected in the province of Loja-
Ecuador in a total of 13 communities, which were collected aseptically and then stored at
4 ° C until later analysis. Serial dilutions of each honey were seeded in rapid count
plates and agar medium plates for the identification of microorganisms. The results
obtained show the absence of Escherichia coli and total coliforms, and the presence of
aerobic mesophiles in 52%, gram-positive spore-forming bacilli in 48%, fungi and yeast
in 35% and Staphylococcus aureus in 19%; The 38.7% of samples do not meet the
microbiological criteria for Apis mellifera honey. Although the antimicrobial components
of honey can control the growth of microorganisms, other factors can generate an
negative effect such as: the alteration of the physicochemical properties, maturation time
and secondary contamination.
Keywords:

e STINGLESS BEES

e HONEY

e ANTIMICROBIAL ACTIVITY
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Capitulo I- Introduccién

Planteamiento del problema

Las abejas sin aguijon pertenecen a la tribu Meliponini y a la familia Apidae, se
encuentran distribuidas en regiones tropicales y neotropicales. Ademas de ser los
principales polinizadores de estas zonas, son insectos eusociales y productores de miel

(Michener, 2007).

La miel de las abejas sin aguijén posee propiedades fisicoquimicas diferentes a
comparacion de la miel de Apis mellifera, es decir, presenta mayor contenido de agua,
mayor acidez, menor composicion de azucar y menor actividad enzimatica (Nordin et
al., 2018). Varios autores afirman que la miel de las meliponas es rica en compuestos
fendlicos en comparacion con otros tipos de miel, ademas de poseer propiedades
antioxidantes, antibacterianas, anticancerigenas y antiinflamatorias (Ranneh et al.,
2019).

La miel ademas de ser un edulcorante, se la emplea para el tratamiento de heridas
superficiales de la piel, debido a sus componentes antibacterianos como alto contenido
de carbohidratos, metilglioxal, peréxido de hidrégeno, abeja defensina-1, compuestos
fendlicos y pH bajo (Ewnetu et al., 2013; Kwakman & Zaat, 2012). También se han
registrado otros usos de la miel de las abejas sin aguijon como el tratamiento de
cataratas oculares, pterigios e incluso resfriados (Arnold et al., 2018; Vit et al., 2016).

Es importante mencionar que la miel de las abejas sin aguijén no esta incluida en
estandares de calidad nacionales e internacionales, debido a la variabilidad de las
propiedades fisicoquimicas segun el origen geografico, botanico y entomoldgico (Nordin
et al., 2018; Souza et al., 2006). Sin embargo, paises como Brasil, México, Costa Rica,
Panama, Trinidad y Tobago, Surinam y Venezuela han tratado de establecer
parametros de calidad siguiendo los lineamientos internacionales de la Comisién del

Codex Alimentarius (Souza et al., 2006).
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De la misma forma, la miel de abejas sin aguijon no tiene requisitos microbioldgicos;
pero paises latinoamericanos poseen reglamentos y normas para evaluar su calidad
microbioldgica, como el reglamento técnico de Mercosur Resolucion 56, la resoluciéon
1057 de 2010-Colombia y la INEN 1572-Ecuador (Correa, 2015).

Ademas de los microorganismos indicadores de contaminacién, la miel producida por
las abejas puede presentar microorganismos asociados al ambiente, microbiota del
insecto e incluso patégenos (Casalone et al., 2020; Grabowski & Klein, 2015). Es
importante garantizar la inocuidad de la miel ya sea para fines medicinales o
alimenticios, caso contrario, representa un riesgo para la salud de consumidor.

La miel de las abejas sin aguijén ademas de sus usos tradicionales, se la ha
considerado para la elaboracion de nuevos antibidticos debido a sus propiedades
antimicrobianas (Boorn et al., 2010; Kwakman et al., 2010). Sin embargo, su actividad
antimicrobiana puede ser cuestionada por la presencia de patégenos como Clostridium

spp, Escherichia coliy Staphylococcus aureus (Pucciarelli et al., 2014).

Justificacion

Segun Arnold et al. (2018), “ paises como México, Costa Rica y Brasil tienen la
percepcion de que hay menos abejas sin aguijén. De la misma forma, existen reportes
de la disminucién de la meliponicultura en paises como México, Costa Rica, Brasil, Peru
y Colombia”.

Las abejas sin aguijon son polinizadores silvestres de zonas tropicales vy
neotropicales, pero se encuentran amenazadas por la deforestacién, monocultivos,
fragmentacion del bosque, agroquimicos, movilizacién de la colonias, cambios
climaticos e introduccion de polinizadores exéticos(Jaffé et al., 2019; Mayes et al.,
2019). Segun Mayes et al.(2019), para la conservacion de especies pequefnas de las

abejas sin aguijon se requiere de areas de bosques intactos.
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A través de la meliponicultura se puede impulsar a la conservacion de especies de
abejas sin aguijén. La venta de productos de colmena como polen, propoleos, cerumen
y miel puede representar un beneficio econdmico para quienes cuidan de los
polinizadores silvestres.

Mediante el presente proyecto se tiene como finalidad aportar sobre los requisitos
microbioldgicos de la miel de abejas sin aguijon, garantizando la inocuidad del producto
al consumidor, para promover su comercializacién e impulsar la meliponiculatura.

Cabe destacar que en la meliponicultura se requiere mantener los nidos de algunas
especies en bosques o selvas, proveer a las abejas de una diversidad de plantas o
arboles nativos, no exponer a las meliponas a polinizadores exdticos que pueden tener
enfermedades, no realizar traslados de los nidos, y no explotar a una sola especie en la
produccion de miel(Arnold et al., 2018).

Adicionalmente, se realizd una revision bibliografica sobre la actividad antimicrobiana de
la miel de abejas sin aguijén contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli, para

comprender su potencial funcion como antibiético.

Objetivos del proyecto

Objetivo general

Analizar microbiolégicamente la miel de abejas sin aguijon (Meliponas) de la
provincia de Loja.
Objetivos especificos

o Determinar la presencia de microorganismos en la miel de abejas sin aguijon y

conteo de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra.

e Identificar los géneros bacterianos como Staphylococcus, Escherichia y Bacillus

mediante analisis bioquimico dependiente de cultivo de la miel.
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Comparar los resultados obtenidos con estudios previos nacionales e
internacionales sobre la carga microbiana de la miel de abejas sin aguijon y miel

de abejas del género Apis en calidad de alimentos humanos.

Comparar estudios realizados sobre la actividad antimicrobiana de las mieles de

abejas sin aguijon valorada por la concentracion minima inhibitoria.
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Capitulo 2 — Marco teérico
Tribu Meliponini

Segun Rasmussen & Cameron (2010), la tribu Meliponini es el grupo mas grande de
abejas sociales con mas de 400 especies y 60 géneros, distribuidas en zonas
tropicales y subtropicales de América, Africa, Asia y Australia.

Segun Michener (2007), la tribu Meliponini se caracteriza por ser abejas altamente
sociales como las Apis mellifera, viven en colonias permanentes y tienen castas (reina,
obreras y machos) morfolégicamente diferentes. Sus colonias varian desde algunos
centenares hasta mas de 100 mil obreras dependiendo de la especie y desempefian un
papel importante como polinizadores de la vegetacion nativa en América tropical
(Falchetti & Nates-Parra, 2002; Michener, 2007).

En la regién sur del Ecuador, en las provincias de Loja, El Oro y Zamora-Chinchipe
se han registrado 89 especies de abejas sin aguijon, el 91% en remanentes forestales y
el 9% en explotaciones rurales (J. Ramirez et al., 2012). En la figura 1 se aprecian las
especies de abejas sin aguijon manejadas para la produccion de miel al sur del
Ecuador. Otra especie productora de miel no descrita en la figura 1, es Geotrigona
fumpennis, la cual produce miel en nidos subterraneos, y los campesinos solo se limitan
a su recoleccion (J. Ramirez et al., 2012).

Las especies generalmente empleadas para la meliponicultura en la regién Sur del
Ecuador son: catana (Scaptotrigona sp) y bermejo (Melipona mimetica). Mientras otras
especies como angelita, pulao, cojimbo, pirunga, cananambo, piton y alpargate
presentan dificultades para su explotacién, tales como distribucion geografica y la

ausencia de la practica de la meliponicultura en la zona amazoénica (Martinez, 2015).
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Figura 1

Especies de abejas sin aguijon productoras de miel en la region sur del Ecuador
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Nota: Obtenido de (Martinez, 2015)
Grupos de individuos de la colonia

La colonia esta formada por la reina, las obreras y los zanganos. Arnold et al. (2018)
describen que las actividades de las obreras son el forrajeo, limpieza, defensa del nido y
alimentacion de las larvas. Los zanganos, ademas de aparearse con la reina,
intervienen en la termorregulacion de la colmena ( Kwapong et al., 2010, citando en
Arnold et al., 2018).

En una colonia de abejas sin aguijon pueden convivir la reina fecundada y varias
reinas virgenes. La abeja reina se diferencia de las obreras por poseer un abdomen
voluminoso, es la Unica abeja en la colmena que puede poner huevos fertilizados
(obreras) y huevos no fertilizados (zanganos) (Arnold et al., 2018).

En las abejas sin aguijon, al igual que en las Apis mellifera, una larva puede
convertirse en abeja reina, si recibe mayor alimento en comparacion a obreras o
zanganos; a excepcion del género Melipona, en quienes los factores genéticos
determinan si una larva se desarrolla como abeja reina u obrera (Hartfelder et al.,

2006).



22

Arquitectura del nido

La funcioén principal de los nidos es la proteccion de la cria, de los depredadores y del
clima, y el almacenamiento de alimento recogido de las plantas. Los nidos de las abejas
sin aguijon pueden ser expuestos, semiexpuestos u ocultos en cavidades. Las
diferentes partes del nido estan constituidas por cera, resinas, arena o pequenas
piedras, hojas secas, fibras o excremento de animal (mayor resistencia). El nido esta
constituido por la entrada, el batumen, el involucro, los panales de cria y los potes
(Falchetti & Nates-Parra, 2002).

Segun Arnold et al.( 2018), la presencia de una piquera en la entrada del nido puede
ayudar a identificar la especie de abeja sin aguijon. La forma puede variar desde tubos
proyectados hasta entradas simples sin agregacion. La entrada de la colmena
generalmente esta controlada por una o varias abejas guardianas para evitar el ingreso
de depredadores 0 enemigos.

El batumen es una capa endurecida que rodea el nido, constituido de cerumen con
otros elementos como barro, arena o fibras de plantas. El involucro esta formado por
laminas de cerumen que envuelven a la camara de cria. Mientras, los panales de cria
tienen cerumenes horizontales o en espiral, estas celdas son destruidas una vez que
emerge la nueva abeja (Falchetti & Nates-Parra, 2002).

Simone-Feinstrom & Spivak (2010) describen a los potes de almacenamiento como
macetas verticales de cerumen para almacenar polen y miel, los mismos que se ubican
alrededor del involucro y la camara de cria.

Productos de las abejas sin aguijon
Miel

La Norma Técnica Ecuatoriana INEN define a la miel como:

“sustancia dulce natural producida por abejas a partir del néctar de las flores o

secreciones de parte vivas de las plantas o de excreciones de insectos
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succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y que las

abejas recogen, transforman y combinan con sustancias propias, y depositan,

deshidratan, almacenan y dejan en el panal para que madure” (NTE, 2016).

Segun Souza et al. (2006), la calidad de la miel puede variar dependiendo de
factores como la madurez lograda en los potes, temporada de cosecha, factores
climaticos, ubicacion geografica, especie de abeja productora y otros elementos que
afectan a la abundancia floral.

Las mieles estan formadas por 80% de azucares, 17% de agua y 3% de minerales,
enzimas y acidos. Los principales azucares en la miel de las abejas sin aguijén son la
fructosa y glucosa (Zulkhairi Amin et al., 2018).

Los minerales u oligoelementos presentes en la miel de las abejas sin aguijéon son
potasio, zinc, fosforo, calcio, magnesio, azufre, cobre, hierro y manganeso. Ademas,
poseen vitaminas como: K, tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina (B6), niacina (B3),
acido pantoténico (B5) y acido ascorbico (C) (Rao et al., 2016).

Segun Bogdanov et al. (2008), las principales enzimas de la miel son la diastasa,
invertasa y glucosa oxidasa. La primera enzima se encarga de la descomposicion del
almidon y glucégeno en unidades de azucar mas pequefas. La segunda enzima cumple
con la descomposicion de sacarosa en fructosa y glucosa. Mientras la tercera produce
peréxido de hidrégeno y acido glucénico de glucosa.

La miel posee compuestos aromaticos como flavonoides, acidos fendlicos vy
derivados de acidos fendlicos a los cuales se les atribuye las propiedades
antimicrobianas (Zulkhairi Amin et al., 2018).

Propéleos
Los propdleos se componen de 50% de resina, 30% cera, 10% aceites esenciales y

aromaticos, 5% de polen y 5% de otras sustancias. La funcion principal de los propdleos
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es controlar la temperatura, la luz y la humedad, también son anti-depredadores y
antimicrobianos (Al-Waili et al., 2012; Borba et al., 2015).

En la investigacion desarrollada por Casalone et al.(2020), en muestras de propéleos
se identificd presencia de algunos géneros como Bacillus, Paenibacillus , Lysinibacillus,
Streptomyces y Staphylococcus. También afirmaron que la presencia de bacterias y
hongos en los propdleos representan un gran potencial para combatir microorganismos
dafinos.

Cerumen

El cerumen es la mezcla de cera de abeja y resinas de plantas con la adicion de la
secrecion mandibular de la abeja sin aguijon durante su elaboraciéon (Simone-Feinstrom
& Spivak, 2010). Segun Temaru et al. (2007), la actividad antimicrobiana de la miel de
abejas sin aguijon puede verse influenciada por la infiltracion de compuestos
fitoquimicos del cerumen a la miel durante su almacenamiento en macetas o potes.

En las macetas de cerumen o potes ocurren procesos de transformacion fisica,
bioldgica y quimica del néctar para la obtencién de miel. En la transformacion fisica se
evapora gran parte del agua del néctar. A continuacion, se produce la transformacion
biolégica, que consiste en la fermentacion del néctar por levaduras y bacterias
simbidticas con la colmena.

Finalmente, la transformacion quimica que es la secrecion de enzimas de la glandula
cefélicas para hidrolizar la sacarosa del néctar en fructosa y glucosa (Abd Jalil et al.,
2017; Menezes et al., 2013).

Polen

El polen de abejas son granos de polen recolectados por las obreras en el campo y

recogidas en la entrada de la colmena. Mientras, el pan de abejas es polen fermentado

utilizado como alimento para las larvas (Grabowski & Klein, 2015).
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Mauriello et al. (2017) registraron la presencia los siguientes microorganismos en
muestras de polen fresco: aerobios mesofilos, hongos y levaduras, bacterias del acido
lactico, Enterobacterias, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens y Salmonella spp. Ademas, identificaron que las condiciones de
almacenamiento pueden afectar a la carga bacteriana de Staphylococcus aureus,
Escherichia coliy Salmonella spp en muestras de polen congelado.

Microorganismos en la miel de abejas sin aguijon

Las fuentes primarias de contaminacién microbiana de la miel son aquellas que no se
pueden controlar, principalmente proviene de la filosfera (flores, insectos que secretan
mielada, fuentes de resinas y néctar), tracto digestivo de las abejas, colmena, polvo,
aire y suelo (Grabowski & Klein, 2015)(Tabla 1). Mientras las fuentes secundarias
comprenden la contaminacion durante y después de la cosecha; puede presentarse por
seres humanos, equipos, contenedores, viento, polvo, insectos, animales y agua (Ferrer
Vera & Morales Petersen, 2005) .

En la contaminacién primaria, cabe recalcar que la microbiota de las flores y polen
corresponden a la del polvo y aire (Kacaniova et al., 2009). Ademas, se debe considerar
que la microbiota de las abejas se puede transferir a otros miembros de colmena,
debido a que los productos de secrecion son producidos dentro del tracto
gastrointestinal como la miel y la jalea real (Grabowski & Klein, 2015).

Para evitar la contaminacion secundaria se recomienda saneamiento estandar y
buenas practicas de manufactura considerando a la miel como un alimento (Snowdon &

Cliver, 1996).



Tabla 1

Fuentes primarias de contaminacion de la miel

Fuente de

contaminacion

Principales microorganismos

Suelo
Aire

Polvo

Plantas y polen

Tracto
gastrointestinal

de la abeja

Colmena

Clostridium spp, Corynebacterium spp

Bacillus spp, Clostridium spp, Enterobacter spp, Erwinia spp, Micrococcus

Spp

Bacillus spp, Clostridium spp, Micrococcus spp

Bacillus spp, Bacillus circulans, B. licheniformis, B. megaterium, B. subtilis,
Citrobacter spp, Clostridium botulinum, Enterobacter spp, Enterococcus
spp, Erwinia spp, Lactobacillus spp, Lactococcus spp, Listeria spp,
Micrococcus spp, Staphylococcus sciuri. Fungi: Aspergillus spp, Penicillium

spp, Pichia spp, Saccharomyces spp.

Bacillus spp, Streptococcus spp, Clostridium spp, Citrobacter spp,
Enterobacter spp, Enterobacteriaceae spp, Enterococcus spp, Erwinia spp,
Escherichia coli, Flavobacterium spp, Klebsiella spp, Micrococcus luteus,
Lactobacillus spp, Proteus spp, Pseudomonas spp, Salmonella
Typhimurium, Staphylococcus spp., Fungi: Aspergillus spp, Candida spp,

Penicillium spp, Saccharomyces spp

Bacillus , Micrococcus, Aspergillus

Nota: Obtenido de (Grabowski & Klein, 2015; Snowdon & Cliver, 1996).

Hongos y levaduras

Los hongos y levaduras se pueden desarrollar en alimentos que presenten
condiciones desfavorables para la proliferacion de bacterias como: poco contenido de
humedad, alto contenido de azucar y bajas temperaturas de almacenamiento (Andrews,
1992). Como menciona Root & Root, en la miel se ha identificado la presencia de
levaduras osmodliticas causantes de la fermentacién (citado en Ferrer Vera & Morales
Petersen, 2005).

Estos dos microorganismos afectan a las propiedades organolépticas del alimento

generando su deterioro, y en algunos casos pueden producir micotoxinas. La alteracion

del sustrato también facilita la proliferacién de bacterias patdgenas (Andrews, 1992).
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Aerobios mesofilos

Los aerobios mesdfilos incluyen a todos los microorganismos capaces de crecer en
presencia de oxigeno a una temperatura entre 30-40°C. Su recuento en condiciones
estandarizadas estima la microbiota total, sin especificar los tipos de microorganismos
(RENALOA, 2014).

El recuento elevado de aerobios mesdfilos puede significar: contaminacion
secundaria de la miel durante la cosecha, envasado y almacenamiento; posible
existencia de patdégenos; y la inmediata alteraciéon del producto (Grabowski & Klein,
2015; RENALOA, 2014).

Bacillus

Varios autores reconocen al género Bacillus como parte de la flora microbiana de la
miel (Ngalimat et al., 2019; Salamanca Grosso et al., 2000; Snowdon & Cliver, 1996).

El género Bacillus esta conformado por bacilos Gram positivos, formadores de
esporas, pueden ser aerobios estrictos o facultativos, y se encuentran ampliamente
distribuidos en la naturaleza (Garcia del Valle & Duran Zamudio, 1998).

Ngalimat et al. (2019) han reportado la presencia de especies del género Bacillus en
productos de nido de la abeja sin aguijén Heterotrigona itama como: Bacillus
stratosphereus PDG6, Bacillus amyloliqufaciens PD9, Bacillus subtilis DB3, Bacillus
safensis BD9 y Bacillus amyloliquefaciens PD9; los cuales poseen una actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas in vitro.

Clostridium

Los microorganismos indicadores de calidad para la miel son el grupo bacteriano
Clostridium sulfito reductor, que incluyen a la especie Clostridium perfringens. Son
bacterias anaerobias, Gram positivas, formadoras de esporas que tienen la capacidad
de reducir el ion sulfito a sulfuro en presencia de citrato férrico (RENALOA, 2014). Las

esporas de Clostridium spp pueden sobrevivir en condiciones desfavorables como alta
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concentraciéon de azucares y en la presencia de componentes antimicrobianos (Erkan et
al., 2015; Mustafina et al., 2015).

Clostridium perfringens es el agente causal de intoxicaciones alimentarias y
gangrena. Su identificacién es mas sencilla a comparaciéon de otras especies, porque su
crecimiento es rapido a 37°C y no posee flagelos (Grenda et al., 2018).

En la miel, el principal riesgo es la presencia de esporas de Clostridium botulinum,
agente causante del botulismo infantil. Debido a que la flora intestinal de los bebés es
poco desarrollada (anaerobia), se facilita la proliferacion de las esporas clostridiales
generando la toxicogénesis; las toxinas ingresan al torrente sanguineo y se unen a las
terminaciones neuromusculares (Grabowski & Klein, 2015).

Ademas de la identificacion de Clostridium sulfito reductor, otra especie de gran
interés es Clostridium botulimun, el agente causal del botulismo infantil en nifos
menores de un afo. Aunque Boulanger et al.(2006), reporta que solo el 10% del
botulismo infantil, en Estados Unidos esta realmente asociado con la ingestion de miel.
Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un estafilococo patégeno, Gram positivo y anaerobio
facultativo (Schelegel, 1997). Segun Balasubramanian et al. (2019), Staphylococcus
aureus puede residir e infectar una amplia gama de tejidos como la piel, tracto
gastrointestinal, el corazén y huesos.

Esta bacteria es la principal causa de intoxicaciones alimentarias, resultado de la
ingestion de enterotoxinas estafilocdcicas. En alimentos procesados se puede destruir
este microorganismo mediante procesos de calentamiento o secado (Andrews, 1992).
Coliformes totales

Andrews (1992) define al grupo de bacterias coliformes totales como “bacilos Gram

negativos aerobios o anaerobios facultativos, no formadores de esporas, que fermentan
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la lactosa en un caldo bilis de verde brillante con produccion de acido y gasenun48 h a
35+1°C".
Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo Gram negativo, mévil o inmovil, anaerobio facultativo
que forma parte de flora del intestino grueso de animales de sangre caliente (Acha &
Szyfres, 2001). Esta bacteria es un indicador de la presencia de coliformes fecales o
termorresistentes en alimentos (Andrews, 1992).

Salmonella

El género Salmonella son bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, en su
mayoria moviles (Acha & Szyfres, 2001). Segun Andrews (1992), la presencia de
Salmonella spp en alimentos para el consumo humano representa un peligro para la
salud.

Segun Acha & Szyfres(2001), las salmonelas de origen animal pueden generar una
infeccion intestinal en el hombre desencadenado sintomas como dolores abdominales,
nausea, vomito y diarrea dentro de 8 a 72 horas. En personas sanas, la recuperacion
surge en dos a cuatro dias.

Criterios de calidad para la miel

Se han desarrollado investigaciones para establecer criterios de calidad tanto en
base a las propiedades fisicoquimicas como microbiolégicas de la miel de diferentes
especies de abejas sin aguijén. En el pais se cuenta con la Norma Técnica Ecuatoriana
INEN 1572 para requisitos de la miel de abejas Apis mellifera, donde se especifica que
el conteo total de hongos y levaduras debe ser maximo de 100 UFC/g (NTE, 2016).

Segun Correa (2015), los paises de América Latina que poseen legislaciones con
referencia a la calidad microbioldgica de la miel son Costa Rica, Panama, El Salvador,
Bolivia, Chile y Colombia; pero solo los tres ultimos paises identifican la presencia de

Clostridium sulfito reductor.
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Ademas, existen otras normativas con referencia a la calidad de la miel en América
Latina como la resolucién del MERCOSUR y el Reglamento Técnico Centroamericano.
La resolucién del MERCOSUR se rige para paises como Brasil, Paraguay, Uruguay y
Argentina, y establece criterios de calidad con respecto al conteo de hongos y
levaduras, coliformes totales y Salmonella-Shigella (MERCOSUR, 1995). Mientras el
Reglamento Técnico Centroamericano se rige a paises como El Salvador, Nicaragua,
Honduras, y Costa Rica, establecido que el conteo maximo de Clostridium sulfito
reductor no mayor a 100 UFC/g (COMIECO, 2009).

A la vez, existen legislaciones que especifican la ausencia de microorganismos
patdgenos y toxinas microbianas en la miel, como Norma mexicana-F-036-981(IMNC,
1981). A continuacion, se presenta los requisitos microbioldgicos de la miel de Apis
mellifera segun las normativas de paises de América Latina (tabla 2).

Tabla 2

Requisitos microbiologicos de la miel de Apis mellifera

El Costa Colombia Bolivia Peru

Agente microbiano Salvador Rica NTC 1273 NB NTS 071
NSO RTCR 423 Resolucién 38023
7.19.01 1057-10

Hongos y Levaduras 10° 10° 10° 10°
(UFC/qg)
Hongos (UFC/g) - - - - 10°
Levaduras (UFC/g) - - - - -
Aerobios mesdfilos 10* 10* 3x10° 10* 10*
(UFC/g)
Clostridium sulfito reductor 10° 10° 10° Ausencia 10°
Coliformes totales (UFC/g) Ausencia <3NMP/g <10 Ausencia -
Escherichia coli (UFC/qg) Ausencia - Ausencia - -
Salmonella- Shigella/25 g Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia -

Nota: Obtenido de (CONACYT, 2008; Correa, 2015; INBORCA, 2006; MAG-MEIC,

2006; MINSA/DIGESA, 2008).
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Actividad antimicrobiana de la miel

Aunque en el siglo XIX se menciond sobre las propiedades antimicrobianas de la
miel, en afos recientes se ha realizado investigaciones para generar nuevos
antimicrobianos y conocer la sinergia de sus componentes que inhiben el desarrollo de
los microorganismos (Kwakman & Zaat, 2012).

En investigaciones para el desarrollo de nuevos antimicrobianos, se ha combinado la
miel con diferentes sustancias para incrementar el espectro de inhibicion y prevenir la
aparicion de cepas resistentes. Nishio et al., (2016) reporté que la interaccion de las
mieles de Scaptotrigona bipunctata y Scaptotrigona postica era sinérgica y presentaban
actividad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y negativas e incluso cepas
resistentes a antibioticos.

También se ha registrado una interaccién sinérgica entre la miel de la abeja sin
aguijéon con el extracto de ajo, reportando una CMI de 6.25% contra bacterias Gram
positivas (100%) y Gram negativas (83.3%) (Andualem, 2013).

A continuacion, se explicara la funcion de los componentes antimicrobianos de la
miel en el control de microorganismos.

PH bajo

Segun Souza et al. (2006), en las mieles de abejas sin aguijén se ha registrado un
rango de pH entre 3.15 - 4.66. Para el desarrollo de microorganismos patégenos, se
requiere de un pH entre 6 a 7; cuando el pH es muy bajo puede provocar la coagulacién
de proteinas celulares inactivando a los microorganismos. Hongos y levaduras pueden
tolerar pH acidos entre 2 y 3 (Barrerio & Sandoval, 2006).

Concentracion de azucares

Segun Efem et al.(1992), el factor de osmolaridad inhibe el crecimiento de bacterias.
La alta concentracion de azucar de la miel se empareja con las moléculas de agua, asi

las bacterias carecen de agua para su desarrollo.
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Actividad peréxido

Después de la adicion de oxigeno, la glucosa oxidasa cataliza la oxidacion de la
glucosa a D-Glucono-6-lactona y peroxido de hidrogeno (Kwakman & Zaat, 2012). Los
niveles de peroxido de hidrogeno en la miel dependen de dos factores: la cantidad de
glucosa oxidasa anadida y la presencia de catalasa derivada del polen (Nolan et al.,
2019).

El peréxido de hidrogeno es un biocida oxidativo, elimina los electrones de la
estructura quimica, ademas requiere de altos niveles de polifenoles para mejorar el
estrés oxidativo e inducir la degradacion del ADN bacterial (Brudzynski et al., 2012).
Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios que se transmiten de las
plantas a la miel e incluyen a flavonoides y acidos fendlicos; se les atribuye propiedades
antioxidantes (Bueno-Costa et al., 2016). Se han identificado compuestos fendlicos en
la miel como la apigenina, la quercetina, acido cafeico y la rutina (Pimentel et al., 2013).
Metilglioxal

El metilglioxal se ha identificado como principal componente antimicrobiano de la
miel de Manuka (Zulkhairi Amin et al., 2018). A concentraciones de metilglioxal de 2 mM
existe pérdida de todas las fimbrias y flagelos bacterianos, y se generan dafios a las
membranas celulares asi como encogimiento (Nolan et al., 2019).

Abeja defensina-1

Es un péptido antimicrobiano identificado en la hemolinfa de la abeja y las glandulas
hipofaringeas. Ademas de ser un modulador de la respuesta inmune innata, presenta
actividad contra hongos, levaduras, protozoos y bacterias Gram positivas y Gram
negativas. Su accién es limitada contra organismos resistentes a multiples farmacos

(Nolan et al., 2019).
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Métodos para determinar la actividad antimicrobiana

Las técnicas usualmente empleadas para estudiar la actividad antimicrobiana de la
miel son: métodos de difusion y métodos de dilucion. Antes de emplear cualquier
método mencionado, se debe considerar el medio de cultivo y las cepas bacterianas.
Los medios de cultivo mas utilizados son agar Mueller-Hinton y agar tripticasa soya para
bacterias (L. S. Ramirez & Marin Castafio, 2009). En cuanto a la cepa bacteriana, se
deben utilizar cultivos frescos estandarizados a 0.5 segun la escala de McFarland o su

equivalente 5x10° unidades formadoras de colonia (UFC/mL)(Forbes et al., 2009).
Métodos de difusién

Los métodos de difusion en agar se basan en el método de Kirby-Bauer, son
ensayos cualitativos que permiten detectar la actividad antimicrobiana de sustancias
polares y sus resultados se pueden interpretar como sensible, intermedio o resistente.
Se basan entre la relacion de la concentracion de la miel y el halo de inhibicion. Esta
metodologia se puede desarrollar por discos o pozos (L. S. Ramirez & Marin Castafio,
2009).

En esta técnica, los resultados pueden ser afectados por las siguientes variables:
medio de cultivo, capacidad de difusion de la miel y periodo de incubacién (Herrera,
1999).

Métodos de dilucion

Los métodos de dilucion en agar o caldo son métodos cuantitativos, los cuales
consisten en probar una gradiente decreciente de la concentracion de la miel contra
in6culos bacterianos estandarizados (Herrera, 1999). Se los puede emplear para la
valoracion de la concentracion minima inhibitoria (MIC), se define como Ia
concentracibn mas baja de una sustancia para inhibir el crecimiento de un

microorganismo; y la concentracién minima bactericida (MBC), definida como la minima
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concentracion de una sustancia que mata el 99.9% de las bacterias de un inéculo inicial
(Forbes et al., 2009).

Los métodos de difusién se pueden dividir en: dilucion en agar, macrodilucién y
microdilucion. La técnica de dilucion en agar consiste en preparar cajas Petri con agar
Mueller-Hinton a diferentes concentraciones de miel, las cuales seran sembradas con el
inéculo estandarizado. Los resultados con respecto a la cepa son reportados como
resistente o sensible a la concentracién de miel. Mediante esta técnica se puede evaluar
la CMI (L. S. Ramirez & Marin Castano, 2009).

La técnica de macrodilucion y microdilucion poseen el mismo fundamento y su
interpretacion es semejante, aunque la microdilucion presenta mayor sensibilidad.
Mediante esta técnica se puede determinar valores de la CMI y CMB (Herrera, 1999).

En la microdilucion se emplean placas plasticas, estériles, con 96 pozos y un fondo
en forma de U en las cuales se preparan diferentes concentraciones de la miel y se
mezclan con el caldo, que ha sido previamente inoculado con la cepa bacteriana (L. S.
Ramirez & Marin Castafo, 2009). Después del periodo de incubacion se reportan los
resultados de la CMI y CMB. La CMI se puede identificar mediante la turbidez, lo cual
indica la presencia o ausencia de crecimiento. Mientras CMB se reporta como el conteo
de unidades formadoras de colonias (UFC) del microorganismo por mL de miel.
Generalmente la CMB es una o dos diluciones mas alta que CMI (Herrera, 1999; L. S.

Ramirez & Marin Castano, 2009).
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Hipétesis

HO: Las muestras de miel de abejas sin aguijon recolectadas en la provincia de Loja no

H1:

presentan contaminacion con microorganismos como hongos y levaduras, aerobios

mesofilos, Staphylococcus aureus, coliformes totales y Escherichia coli.

Las muestras de miel de abejas sin aguijén recolectadas en la provincia de Loja
presentan contaminacion por microorganismos como hongos y levaduras, aerobios

mesdfilos, Staphylococcus aureus, coliformes totales y Escherichia coli.



36

Capitulo Ill - Materiales y métodos
Ubicacion y zona de estudio

El presente trabajo de investigacion forma parte del proyecto de vinculaciéon de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE denominado “Mejoramiento de la
meliponicultura en el Ecuador a través de la investigacion cientifica aplicada,
transferencia de tecnologia y capacitacion”, dirigido por el Dr. Jorge Ron, PhD. que
abord6é como zona de estudio los cantones de Celica, Pindal y Puyango en la provincia
de Loja, cuya ubicacion geografica se presenta la tabla 3 y figura 2.

En el periodo de agosto 2018 a marzo del 2019 se realizaron los muestreos en el
cantén de Pindal, Celica y Puyango. El trabajo de laboratorio se realiz6 entre el periodo
de septiembre 2019 a marzo del 2020.

Figura 2

Ubicacion del muestreo de mieles de abejas sin aguijon en la provincia de Loja
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Tabla 3

Coordenadas geogréficas de las zonas muestreadas en la provincia de Loja

Cantén Parroquia Comunidades Coordenadas Geograficas
Celica Teniente Maximiliano Algarrobillo -4.173694, -80.063556
Rodriguez Las Huertas -4.186136, -80.081358
El Faique -4.175781, -80.041747
San Juan de Pozul Naranjo -4.120681, -80.049042
Pindal Pindal Cristo del Consuelo -4.105583, -80.175361
Panecillo -4.116167, -80.105611
Milagros Naranijito -4.105608, -80.175369
El Toro -4.098478, -80.172656
Doce de Diciembre Doce de Diciembre -4.072992, -80.085392
Doce de Octubre -4.068594, -80.119114
Curiachi -4.054861, -80.115508
Chaquinal Caminuma -4.047489, -80.036653
Puyango El Arenal Arenal -4.001303, -79.972092

Nota: Obtenido de (Guaita, 2019)
Tamaio de la muestra

Para estimar el numero de nidos a muestrear entre los cantones de Celica, Pindal y
Puyando, se consideré al numero total de nidos entre estos cantones como una

poblacién infinita. Se aplico la siguiente ecuacion (Lopéz-Roldan & Fachelli, 2015):

 (2a12)°Pa
n _——
Ep

Se considerd un supuesto de maxima incertidumbre en que la proporcién de nidos
que poseian miel (p) y la proporcion que no la poseian (q), tenian un valor de 0.5.
n: Numero de nidos muestreados.
N: Numero total de nidos.

Zq/: Coeficiente del nivel de confianza al 95%, igual a 1.96.
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E,: Error muestral esperado. Se consider6 un valor del 20% porque no se
realiz6 un muestreo de todas las parroquias de los cantones y se
desconoce el numero total de nidos por cantén.

Aplicando los valores descritos anteriormente se resolvid la ecuacion y se obtuvo un
total de 24 nidos a ser muestreados. Sin embargo, se realizé6 un muestreo de 31
muestras de miel, entre 13 comunidades.

2.1. Muestreo en la provincia de Loja

Se recolecté un total de 31 muestras entre 13 comunidades, distribuyéndose entre
Celica (4 comunidades, 8 muestras), Pindal (8 comunidades, 15 muestras) y Puyango
(1 comunidad, 8 muestras). En la tabla 4 se presenta las muestras recolectas por
comunidades.
Tabla 4

Numero de mieles muestreadas por comunidades

Aino  Cantén Parroquia Comunidades Meliponarios  Numero Numero de

de Nidos muestras

Pindal Cristo del 1 8 3
Consuelo
Naranjito 1 7 3
2018 Pindal Milagros El Toro 1 3 1
Milagros 1 1 0
Doce de Doce de 1 2 2
Diciembre Diciembre
Doce de Octubre 1 1 1
Curiachi 1 3 3
Pindal Panecillo 1 2 1
2019 Pindal Chaquinal Caminuma 1 2 1
Teniente Algarrobillo 2 5 4
Maximiliano Las Huertas 1 1 1
2019 Celica Rodriguez El Faique 1 3 1
San Juan de Pozul Naranjo 1 3 2
2019 Puyango El Arenal Arenal 6 13 8
Total 20 54 31
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En la tabla 5 se aprecia que de 54 nidos visitados se muestreo el 57% (n=31/54),
debido a que en la recoleccién de marzo 2019 habian nidos que no poseian miel,
porque habian sido cosechados en meses recientes.

Tabla 5

Distribucion de las muestras de miel segun las parroquias muestreadas

Cantén Parroquia Numero de Ndmero Ndmero de Porcentaje
meliponarios de nidos de
nidos muestreados distribucion

de la muestra

(%)

Pindal Pindal 2 15 6 40

2018 Milagros 2 4 4 100

Doce de Diciembre 3 6 6 100

Pindal Pindal 1 2 1 50

2019 Chaquinal 1 2 1 50

Celica Teniente 4 9 6 67
2019 Maximiliano
Rodriguez

San Juan de Pozul 1 3 2 67

Puyango El Arenal 6 13 8 62

2019 TOTAL 20 54 31 57

Recoleccion de muestras

En la extraccion de miel de las abejas sin aguijon, se utilizd una pinza estéril para
abrir los potes, luego se succioné la miel con la ayuda de una pipeta Pasteur
desechable y se colocé la miel en frascos estériles con tapa rosca (volumen de
capacidad de 100 mL). A continuacién, se rotuld6 de la siguiente manera: HXxNyEM-
Fecha (H: Hacienda, x: numero de hacienda, N: Nido, y: Numero de nido, M: Miel).

Finalmente, los frascos fueron almacenados en un termo con bloques de hielo hasta
ser transportados al laboratorio, lugar donde se los almacené a 4°C para su posterior

procesamiento.
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Fase de Laboratorio

El procesamiento de muestras se realizé en el laboratorio de Biotecnologia Animal y
en el laboratorio de Microbiologia de la Carrera de Ingenieria de Biotecnologia en la
Universidad de las Fuerzas Armas ESPE, ubicado en Salgolqui - Ecuador.
Cuantificaciéon de microorganismos

Se peso6 1 g de miel y se disolvié en 9 mL de agua peptonada al 0.1% (suspension
madre), luego se homogenizé con ayuda de un agitador vortex (Pucciarelli et al., 2014).
A continuacién, se procedié con los siguientes analisis microbianos:

Hongos y levaduras

Se sembré 1 mL de la dilucion madre o decimal de miel en placas de conteo de
hongos y levaduras (MC-Media Pad) y se incub6é a 22°C durante 3 a 5 dias. Se
contabilizaron las colonias de color rojo y se expresé como unidades formadores de
colonias por gramo de miel (UFC/g) (Sigma-Aldrich, 2020).

Aerobios meséfilos

Se tomd 1 mL de la dilucién decimal de la miel y se coloco en placas de conteo para
aerobios mesofilos (MC-Media Pad), se incubd a 35°C durante 48 horas. Se
contabilizaron las colonias de color rojo o negro y se expres6 como unidades
formadoras de colonias por gramo de miel (UFC/g )(Sigma-Aldrich, 2020).

Staphylococcus aureus.

Se colocé 1mL de la dilucién decimal de la miel en placas de conteo para
Staphylococcus aureus (Petriflm 3M) y se incub6é a 35°C durante 24 horas. Se
contabilizaron las colonias de color rosa y se expresé como unidades formadoras de
colonias por gramo de miel (UFC/ g)(Petrifiim 3M, 2014).

Coliformes totales

Se sembr6 1 mL de la dilucion decimal de la muestra de miel en placas para conteo

de coliformes totales (MC-Media Pad) y se incub6 a 35°C por 24 horas. Se
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contabilizaron las colonias celestes y se expresé6 como unidades formadoras de
colonias por gramo de miel (UFC/g) (Sigma-Aldrich, 2020).

Escherichia coli

Se tomd 1 mL de la dilucién decimal de la miel y se coloco en placas para conteo de
coliformes totales (MC-Media Pad) y se incub6é a 35°C durante 24 a 48 horas. Se
contaron las colonias de color morado o azul marino y se expresé como unidades
formadoras de colonias por gramo de miel (UFC/g) (Sigma-Aldrich, 2020).
Identificaciéon de microorganismos

Bacilos esporulados Gram positivos

Se realizdé la siembra superficial de 100 pyL de la dilucién decimal de la miel en
placas de agar nutriente, y se incub6é a 36°C por 24 horas. También se realizé la
activacion de las diluciones decimales a 70 o 80°C por 10 minutos, y se las enfrid
inmediatamente con agua por otros 10 minutos, y se sembré en placas de agar

nutriente durante 72 horas a 35°C (Fernandez et al., 2017).

Para la identificacion morfolégica, se realizé la tincion Gram de las muestras que
presentaron crecimiento. Los resultados se expresaron como presencia o ausencia de

bacilos esporulados Gram positivos.

2.2. Agrupacion de las muestras de miel segun el género

Se clasificod a las muestras de miel segun los géneros de las abejas sin aguijén, de
acuerdo a la informacion proporcionada por el registro de muestreo y los trabajos de
titulacion de Pachacama (2020) y Palacios (2020) sobre la identificacion molecular y
morfometria geométrica de abejas sin aguijon de la provincia de Orellana y Loja.

Con respecto a las muestras de miel recolectadas entre los cantones de Celica,
Pindal y Puyango, se identificé que estas eran producidas por especies de los géneros:

Scaptotrigona (61.3%, n=19/31), Melipona (12.9%, n=4/31), Nannotrigona (6.5%,
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n=2/31), Frieseomelitta (3.2%, n=1/31), Oxytrigona (3.2%, n=1/31), Paratrigona (3.2%,
n=1/31) y 3 especies no identificadas (9.7%, n=3/31) (tabla 6).

Tabla 6

Frecuencia de los géneros de abejas sin aguijon productores de miel segun el muestreo

realizado para la provincia de Loja

Género Frecuencia Frecuencia
Absoluta Relativa
Scaptotrigona 19 0,61
Melipona 4 0,13
Nannotrigona 2 0,06
Paratrigona 1 0,03
Oxytrigona 1 0,03
Frieseomelitta 1 0,03
Especie no identificada 1 1 0,03
Especie no identificada 2 1 0,03
Especie no identificada 3 1 0,03

Las muestras de miel producidas por abejas del género Scaptrotrigona presenta una
mayor proporcion con respecto al muestreo realizado en cada cantén: en Pindal se
identifico en 46.7%( n=7/15), en Celica y Puyango en el 75% (n=6/8). También se
recolectdé muestras de miel producidas por abejas del género Melipona procedentes de
los cantones de Pindal y Celica, mientras las muestras de miel del género Nannotrigona
se cosecharon en los cantones Pindal y Puyango.

En el cantdn Pindal se concentran las muestras de miel de diferentes géneros como
Scaptotrigona, Melipona, Nannotrigona, Oxytrigona, Frieseomelitta y 3 especies no
identificadas. En la tabla 7 se presenta la frecuencia del nUmero de muestras de miel de

los géneros segun los cantones muestreados.
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Frecuencia de los géneros de abejas sin aguijén productores de miel segun el cantén de

Pindal, Celica y Puyango

Canton Género Frecuencia absoluta Frecuencia relativa
Pindal Scaptotrigona 7 0,467
Melipona 2 0,133
Oxytrigona 1 0,067
Frieseomelitta 1 0,067
Nannotrigona 1 0,067
Especie no identificada 1 1 0,067
Especie no identificada 2 1 0,067
Especie no identificada 3 1 0,067
Celica Scaptotrigona 6 0,75
Melipona 2 0,25
Puyango Scaptotrigona 6 0,75
Nannotrigona 1 0,125
Paratrigona 1 0,125

En la tabla 8 se presenta la distribucion del numero de muestras de miel

correspondientes a la especie Scaptotrigona pectoralis segun el nimero de muestras

total por cada canton.

Tabla 8

Distribucién del muestreo de miel de Scaptotrigona pectoralis por cada cantén

Cantén Frecuencia absoluta Frecuencia relativa
Pindal 33.33
Celica 4 0.50
Puyango 4 0.50

Recopilacion bibliografica

Carga microbiana de la miel Apis mellifera y abejas sin aguijon
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Se recopilé informacion sobre el analisis microbioldgico de la miel de abejas sin
aguijon y abejas Apis mellifera en buscadores de internet como Google académico, Pub
med y COBUEC, de los ultimos 10 afos a nivel de América Latina. Se consideraron
parametros como: tipo de abeja, ensayos microbioldgicos para la deteccién de aerobios
mesofilos, hongos y levaduras, coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium sulfito reductor y Salmonella en muestras de miel.

A continuacién se contabilizé el niumero de muestras de miel que presentaron un
conteo superior a 100 UFC/g de hongos y levaduras, mas de 10* UFC/g de aerobios
mesdfilos, un recuento superior de 102 UFC/ g de Clostridium sulfito reductor y la
presencia de coliformes o Escherichia coli en muestras de miel.

Actividad antimicrobiana de la miel de abejas sin aguijéon

Se investigd sobre ensayos que evallan la actividad antimicrobiana de la miel de
abejas sin aguijon en bases de datos como Pub med, Google académico y COBUEC, a
nivel de América Latina durante los ultimos 15 afos. Se consideraron los siguientes
parametros como: concentracion minima inhibitoria (CMI), métodos de dilucién en caldo,
geénero de abejas sin aguijon estudiadas en el presente estudio y la actividad contra las
cepas de Escherichia coli ATCCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923.
Analisis estadistico de resultados

En esta investigacion se analizaron los resultados obtenidos mediante pruebas no
paramétricas como: pruebas de Chi cuadrado de dependencia y la correlacion de

Spearman.



45

Capitulo IV-Resultados y Discusion
Cuantificacion de microorganismos

Para el conteo de unidades formadoras de colonias por gramo de miel, se realizé la
siembra de dilucién madre de cada muestra de miel en placas de conteo de aerobios
mesofilos, hongos y levaduras, coliformes, Escherichia coliy Staphylococcus aureus.

En la identificacion de coliformes, en algunas muestras de miel se observoé la tincién
de la almohadilla de inoculacién de color celestes o celeste verdoso, es decir, se
detectd la presencia de la enzima B-galactosidasa. La tincion de color celeste en las
placas no se reporté como presencia de coliformes en la miel.

En las muestras de miel de abejas sin aguijon de la provincia de Loja no se registro
la presencia de coliformes totales ni Escherichia coli. En las quince muestras de miel
provenientes del canton Pindal, se registrd la presencia de mesofilos aerobios el 53%
(n=8/15), hongos y levaduras en 67% (n=10/15) y Staphylococcus aureus en 13%
(n=2/15). En las ocho muestras provenientes del canton de Celica no se detecto la
presencia de hongos y levaduras, pero se registro la presencia de mesofilos aerobios y
Staphylococcus aureus en 88% (n=7/8) y 13% (n=1/8), respectivamente. En ocho
muestras de miel del cantdn Puyango se detectdé Staphylococcus aureus en 38%
(n=3/8), y la presencia de hongos y levaduras, y mesdfilos aerobios en una muestra de
miel perteneciente al género Paratrigona.

En la tabla 9 y 10 se presentan los resultados de la cuantificacion de aerobios
mesdfilos, hongos y levaduras y Staphylococcus aureus en las muestras de miel de

acuerdo a las parroquias muestreadas.



Tabla 9

Cuantificacion de los microorganismos identificados en las muestras de miel en el cantéon de Pindal 2018 y 2019

Canton Parroquia N° Géneros Aerobios meséfilos Hongos y levaduras Staphylococcus
aureus
Frecuencia Conteo  Frecuencia  Conteo  Frecuencia  Conteo
Pindal 2018 Pindal 1 Oxytrigona 1(100%) <10 1(100%) 20 1(100%) <10
2 Scaptotrigona 2(100%) 10 2(100%) 20-140 2(100%) <10
Milagros 2 Melipona 2(100%) 20-110 1(50%) <10 2(100%) <10
1(50%) 10

1 Scaptotrigona 1(100%) 120 1(100%) 10 1(100%) <10
1 No identificada sp1 1(100%) <10 1(100%) MNPC 1(100%) <10
Doce de Diciembre 2 Scaptotrigona 1(50%) <10 2(100%) 20-80 1(50%) <10
1(50%) 80 1(50%) 110
1 Frieseomelitta 1(100%) 50 1(100%) 70 1(100%) <10
1 Nannotrigona 1(100%) <10 1(100%) <10 1(100%) <10
1 No identificada sp2 1(100%) <10 1(100%) <10 1(100%) <10
1 No identificada sp3 1(100%) <10 1(100%) <10 1(100%) <10

Pindal 2019 Pindal 1 Scaptotrigona 1(100%) <10 1(100%) <10 1(100%) 30
Doce de Diciembre 1 Scaptotrigona 1(100%) 160 1(100%) 130 1(100%) <10

Nota: Conteo (UFC/g); MNPC muy numeroso para contar; <10 no identificacion de colonias en la dilucion decimal de la miel
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Cuantificacion de los microorganismos en la miel recolectada en los cantones de Celica y Puyango 2019
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Cantén Parroquia N° Géneros Aerobios mesofilos Hongos y levaduras Staphylococcus
aureus

Frecuencia Conteo  Frecuencia  Conteo  Frecuencia  Conteo

Celica Teniente Maximiliano 5 Scaptotrigona 1(20%) <10 5(100%) <10 4(80%) <10

Rodriguez 3(60%) 120-950 1(20%) 260

1(20%) MNPC

1 Melipona 1(100%) MNPC 1(100%) <10 1(100%) <10

San Juan de Pozul 1 Scaptotrigona 1(100%) MNPC 1(100%) <10 1(100%) <10

1 Melipona 1(100%) 920 1(100%) <10 1(100%) <10

Puyango Arenal 6 Scaptotrigona 6 (100%) <10 6(100%) <10 4(67%) <10
2(33%) 50-80

1 Nannotrigona 1(100%) <10 1(100%) <10 1(100%) <10

1 Paratrigona 1(100%) 30 1(100%) 500 1(100%) 340

Nota: Conteo (UFC/g); MNPC muy numeroso para contar; <10 no identificacion de colonias en la dilucién decimal de la miel
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Identificacion de bacilos esporulados en la miel de abejas sin aguijon

Se registré la presencia de bacilos esporulados Gram positivos en el 48% (n=15/31)
de las muestras de miel de abejas sin aguijon, reportando su presencia para los
géneros: Scaptotrigona (n=7), Melipona (n=2), Nannotrigona (n=2), Frieseomelitta,
Oxytrigona y en las especies no identificadas 1 y 3. En la tabla 11 se presenta la
identificacién del bacilos esporulados Gram positivos en muestras de miel de Loja.
Tabla 11

Identificacion de bacilos esporulados Gram positivos

Géneros Muestras de miel Bacilos Esporulados Gram Positivos
Positivo Negativo

Scaptotrigona 19 7 (37%) 12 (63%)

Melipona 4 2 (50%) 2 (50%)

Nannotrigona 2 2 (100%)

Frieseomelitta 1 1 (100%)

Oxytrigona 1 1 (100%)

Paratrigona 1 1 (100%)

No identificada sp1 1 1 (100%)

No identificada sp2 1 1 (100%)

No identificada sp3 1 1 (100%)

El género Bacillus spp se ha reportado en muestras de miel de Apis mellifera
(Fernandez et al.,, 2017) y en abejas sin aguijon (Ruiz Calderén, 2019) en
aproximadamente en la tercera parte del muestro, mediante la técnica de cultivo de
endodsporas. Segun Grabowski & Klein (2015), las fuentes primarias de contaminacion
donde se puede encontrar el género Bacillus son aire, polvo, plantas, polen e incluso en
el tracto gastrointestinal de abejas adultas.

Gilliam et al. (1990), reportd la presencia de especies de Bacillus spp en 50%

(n=4/8) muestras de miel de Melipona fasciata, las especies mas comunes fueron
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Bacillus megaterium, Bacillus circulans y Bacillus salve. En estudios realizados por
Yépez (2019) se identifico la presencia de 3 especies del grupo Bacillus cereus sensu
lato (Bacillus cereus, Bacillus mycoides y Bacillus thuringiensis) en 53% (n=20/38)
muestras de miel de abejas Apis mellifera para 19 apiarios del cantéon Mejia, provincia
de Pichincha.
4.2. Microorganismos en la miel

En el muestras de miel de abejas sin aguijén de la provincia de Loja se reporto la
presencia de aerobios mesofilos en 52% (n=16/31), bacilos esporulados Gram positivos
en 48% (n=15/31), hongos y levaduras en 35% (n=11/31), Staphylococcus aureus es
19% (n=6/31) y la ausencia de coliformes y Escherichia coli (Figura 6).
Figura 3

Porcentaje de microorganismos presentes en las muestras de miel

Escherichia coli
Coliformes totales
Staphylococcus aureus
Hongos y levaduras
48%

Bacilos esporulados Gram positivos

52%

Aerobios mesofilos

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Se analiz6 la relacion entre los resultados obtenidos de la identificacion de hongos y
levaduras, aerobios mesdfilos, coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus vy
bacilos esporulados Gram positivos en las muestras de miel de la provincia de Loja
mediante la correlacion de Spearman a un nivel de confianza del 5%. Los resultados de

coliformes hacen referencia a la identificacion de la enzima B-galactosidasa en las

muestras de miel.
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Los resultados de la correlacion de rho Spearman entre los diferentes
microorganismos identificados para las 31 muestras de miel, con un nivel de
probabilidad bilateral del 5% (tabla 12).

Tabla 12

Correlacion de los microorganismos presentes en la miel

Hongos y Aerobios Coliformes  Escherichia Staphylococcus Bacilos
Microorganismos levaduras mesofilos coli aureus esporulados
Gram
positivos

Hongos y levaduras - NS NS NS NS NS
Aerobios mesdfilos 0.506 - NS NS NS NS
Coliformes 0.021 0.128 - NS NS *
Escherichia coli 0.656 0.625 0.625 - * NS
Staphylococcus 0.409 0.284 0.381 0.762* - NS
aureus

Bacilos esporulados 0.250 0.178 0.953* 0.625 0.206 -

Gram positivos

Nota: * (p<0.05), NS: no significativo. En parte diagonal inferior se reportan los valores
de rho calculados y la parte superior diagonal se muestran correlacion que existe entre
los diferentes microorganismos.

Mediante la prueba de Spearman se identific6 una correlacion alta entre
Staphylococcus aureus y Escherichia coli, esto indica una relacién entre las muestras
que no presentaron crecimiento de estos microorganismos. También se observd una
correlacion muy alta entre el crecimiento o ausencia de coliformes y bacilos esporulados
Gram positivos, lo cual puede explicar la presencia de la enzima B-galactosidasa
producida por Bacillus spp segun resultados reportados para la miel de abejas sin
aguijon por Gilliam et al (1990).

De la misma forma, se registré una correlacion moderada o baja para los demas

microorganismos identificados en la muestras de miel. La presencia de hongos y
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levaduras en las miel no afectaron a sus propiedades fisicoquimicas como un pH
neutro, lo cual permite la proliferacién de microorganismos patdogenos (Andrews, 1992).
4.2.1. Microorganismos segun los periodos de recoleccién

Mediante la prueba de Chi cuadrado se comparo si existe relacién entre la ausencia
o presencia de mesodfilos aerobios, hongos y levaduras, Staphylococcus aureus y
bacilos esporulados Gram positivos con el periodo de recoleccion. Considerando un
nivel de confianza del 5%, con un grado de libertad del uno. En la tabla 13 se presentan
los resultados obtenidos.
Tabla 13

Prueba de Chi cuadrado (microorganismos en la miel versus periodo de muestreo)

Muestreo N° Hongosy Aerobios Staphylococcus Bacilos
levaduras mesofilos aureus esporulados

Gram positivos

General 31 12.62* 9.04 2.28 0.53

Nota: *significativo; (p<0.05); un grado de libertad

Mediante la prueba de Chi cuadrada se puede concluir que el periodo de muestreo
se relaciona con la presencia o ausencia de hongos y levaduras, y aerobios mesofilos,
pero no con la identificacion de Staphylococcus aureus y bacilos esporulados Gram
positivos en las muestras de miel de abejas sin aguijon recolectadas en la provincia de
Loja.

En la figura 7 se puede apreciar que el porcentaje de hongos y levaduras es mayor
en las mieles muestreadas durante el 2018, en comparacion al periodo 2019. También
se observa el incremento de muestras de miel que presentan Staphylococcus aureus

durante el 2019. Segun Mauriello et al. (2017), las condiciones de congelacion pueden
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afectar la carga microbiana de Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella
spp en productos de panal como el polen.
Figura 4

Microorganismos en miel segun los periodos de recoleccion
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4.2.2. Identificacion de microorganismos segun los cantones muestreados

Para identificar si el cantdn muestreado se relaciona con la presencia o ausencia
mesdfilos aerobios, hongos y levaduras, Staphylococcus aureus y bacilos esporulados
Gram positivos se consideré las muestras de miel del género Scaptotrigona para Pindal
(n=7), Celica (n=6) y Puyango (n=6).
Los resultados de Chi cuadrado se presentan en la tabla 14, considerando dos grados

de libertad a un nivel de confianza del 5%.
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Tabla 14

Prueba de Chi cuadrado (microorganismos en la miel versus cantén de muestreo)

Muestras de miel N° Hongosy Aerobios Staphylococcus Bacilos
levaduras  mesofilos aureus esporulados

Gram positivos

Género Scaptotrigona 19 14.07* 2.03 0.13 0.83
Scaptotrigona 13 8.78* 0.66 0.04 1.73
pectoralis

Nota: * significativo; (p<0.05), dos grados de libertad
En conclusion, la detencién de hongos y levaduras tanto en las mieles del género
Scaptotrigona como para la especie Scaptotfrigona pectoralis se relaciona con los
cantones muestreados; pero la identificacion de aerobios mesdfilos, Staphylococcus
aureus y bacilos esporulados Gram positivos no se relaciona con la zona muestreada.
En la figura 9 se puede apreciar que la detecciéon de hongos y levaduras solo se da
en muestras de Pindal, mientras en muestras de Puyango no se detecta el crecimiento
de aerobios mesofilos, y la deteccion de bacilos esporulados Gram positivos y
Staphylococcus aureus se muestran en los tres cantones.
Figura 5

Microorganismos en la miel de Scaptotrigona pectoralis segun los cantones
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Criterios microbioldgicos de la miel Apis mellifera

En las muestras de miel de abejas sin aguijén de la provincia de Loja se registro la
presencia de aerobios mesofilos en 52% de las mieles ( n=16/31), pero las mieles del
género Scaptotrigona (n=2) y Melipona (n=1) provenientes del cantéon de Célica
presentaron numerosas colonias para contar (>1x10* UFC/g), es decir, estas muestras
superar el limite permitido para el conteo de aerobios mesdfilos segun la normativa
peruana NTS 071 y costarricense RTCR 423 (MAG-MEIC, 2006; MINSA/DIGESA,
2008). Igualmente si se considera la resoluciéon 1057-10 de Colombia, solo las muestras
de miel del cantén Celica no cumplirian con los requisitos de calidad (Ministerio de la
proteccion Social-Colombia, 2010).

Ruiz Calderdn (2019) reporté un alto recuento de mesdfilos aerobios para muestras
de miel del género Scaptorigona y Melipona, mediante el empleo de placas de conteo
rapido de la marca Petrifilm 3M. Por técnicas convencionales de recuento, se ha
registrado un recuento de mesdfilos aerobios de 540 UFC/g para mieles de
Tetragonisca angustula de origen colombiano (Aguillon Marquez et al., 2015) y un
recuento superior a 10* UFC/g de aerobios mesdfilos en muestras de mieles de abejas
Apis (Fernandez et al., 2017; Vazquez-Quinones et al., 2017) y Tetragonisca angustula
(Pucciarelli et al., 2014) (tabla 15).

La presencia de hongos y levaduras se registré en once muestras (36%), de las
cuales cuatro presentaron un conteo superior a 10> UFC/g, pertenecientes al género
Paratrigona, Scaptotrigona (n=2) y la especie no identificada 1 provenientes del canton
Pindal y Puyango. De acuerdo a la NTE INEN 1572 (2016), estas mieles no cumplen
con los criterios microbioldgicos.

Ruiz Calderén (2019) mediante el recuento por placas de conteo rapido de marca
Petrifilm 3M no detecté un conteo superior a 10> UFC/g para las mieles del género

Scaptotrigona (n=2), Melipona (n=3) y Tetragonisca (n=6) en la provincia de Orellana-
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Ecuador. Por métodos convencionales para el recuento de hongos y levaduras, se ha
registrado un conteo superior a 10° UFC/g para mieles del género Tetragonisca
angustula (Aguillén Marquez et al., 2015; Pucciarelli et al., 2014) y mieles de abejas
Apis mellifera (Fernandez et al., 2017; Vazquez Quinones et al, 2017) (tabla 15).

En las muestras de miel de la provincia de Loja no se detecté la presencia de
coliformes ni Escherichia coli. Segun la resolucion del MERCOSUR (1995), las
muestras cumplen con los criterios de calidad microbiolégicos. Cabe mencionar que no
se han reportado ensayos en miel con respecto a la identificacion de coliformes
mediante la deteccion de la enzima B-galactosidasa o el uso de un sustrato cromogeno.

Ruiz Calderén (2019) mediante el uso de placas de conteo rapido de la marca
Petrifilm 3M CC basado en el método ISO 4832, identifico coliformes en el 40% (n=6/15)
de las muestras de miel de abejas sin aguijon en la provincia de Orellana. Mediante el
método del numero mas probable (NMP), se ha detectado coliformes en muestras de
miel de Tetragonisca angustula de origen colombiano (Aguillén Marquez et al., 2015) y
en mieles de Apis mellifera de origen argentino (Fernandez et al., 2017) (tabla 15).
Igualmente Souza et al. (2009) mediante la ultima técnica, no reporté la presencia de
coliformes en mieles del género Frieseomelita (n=1), Nannotrigona (n=3), Partamona
(n=1), Scaptotrigona (n=4) y Tetragonisca (n=5) recolectadas en el estado de Bahia-
Brasil. La presencia de coliformes en miel se ha relacionado con el uso de indumentaria
no apropiada durante el procesamiento de la miel (Ramos, 2019).

Ruiz Calderén (2019) mediante el uso de la placas de Petrifilm 3M, que tienen como
principio la deteccién de la enzima B-D-glucuronidasa identific6 Escherichia coli en
26.6% (n=4/15) de muestras de abejas sin aguijon en Orellana-Ecuador. Mediante los
métodos convencionales de identificacion de Escherichia coli, no se ha identificado la

presencia de Escherichia coli en muestras de miel de Tefragonisca angustula de origen
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argentino (Pucciarelli et al., 2014) como colombiano (Aguillén Marquez et al., 2015), y
tampoco en muestras de miel de Apis mellifera del origen argentino (Fernandez et al.,
2017) (tabla 15).

En la provincia de Loja se registré la presencia de Staphylococcus aureus en seis
muestras de miel. Mediante la misma técnica Ruiz Calderén (2019) no registro la
presencia de este microorganismo en mieles de abejas sin aguijon en la provincia de
Orellana. Los métodos de deteccion de Staphylococcus aureus en la miel se basan en
mismo principio de Petriflim 3M, es decir, la reduccion del telurito a telurio y la deteccion
de lecitinasa; en mieles de Tetragonisca angustula de origen argentino (Pucciarelli et al.,
2014) no se ha detectado la presencia de este microorganismo pero si en mieles de
Apis mellifera en Estambul (Dimen et al.,, 2013) y México (Vazquez-Quifiones et al.,
2017)(tabla 15). En el tracto gastrointestinal de abejas adultas del género Apis se ha
identificado a Staphylococcus spp (Grabowski & Klein, 2015). Sin embargo, Snowdon &
Cliver (1996) mencionan que Staphylococcus spp no puede reproducirse ni generar
toxinas en la miel.

No se realizaron los ensayos necesarios para la identificacion de Clostridium spp en
muestras de miel de la provincia de Loja debido al aislamiento por la pandemia del
coronavirus. Mediante métodos de la ISO 15213:2003 basados en la identificacién de
colonias negras en medios selectivos enriquecidos con yema de huevo, que tienen
como principio la reduccion del ion sulfito a sulfuro en presencia de citrato férrico u otras
sal de metales; varios autores reportan un conteo superior a 100 UFC/g en miel de
Tetragonisca angustula (Aguilldbn Marquez et al.,, 2015; Pucciarelli et al., 2014)
igualmente en mieles de Apis mellifera (Vazquez-Quifones et al., 2017)(tabla 15).

El limite maximo para el recuento de Clostridium sulfito reductor no es constante en
las normativas de los paises latinoamericanos; por ejemplo, la normativa peruana NTS

071 (MINSA/DIGESA, 2008) acepta hasta un conteo maximo de 10° UFC/g, mientras el
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reglamento técnico centroamericano 67.04.50:08 (COMIECO, 2009) y la resolucion
1057-10 de Colombia (Ministerio de la proteccion Social-Colombia, 2010) establecen un
limite de 10?> UFC/g, pero la Norma boliviana 38023 (INBORCA, 2006) no se aceptan la
presencia de este microorganismo en la miel.

Segun los criterios de calidad de la miel de Apis mellifera debe existir la ausencia
de Salmonella por cada 25 g de miel (MERCOSUR, 1995). A pesar de no haber
realizado las pruebas bioquimicas de identificacion de Salmonella spp, mediante los
resultados negativos de la deteccion de Escherichia coli se puede descartar la
contaminacion fecal en las mieles, por tanto la presencia de Salmonella spp (Ferrer
Vera, 2005). Mediante los métodos de FDA-BAM basadas en el pre-enriquecimiento de
las muestras de miel seguido de pruebas bioquimicas y serologicas, varios autores
reportan la ausencia de esta bacteria en mieles de abejas Apis mellifera (Fernandez et
al., 2017;Vazquez-Quifiones et al., 2017) y abejas sin aguijén (Aguillén Marquez et al.,
2015; Pucciarelli et al., 2014)(tabla 15). Segun Snowdon & Cliver (1996) las células
bacterianas vegetativas de Salmonella spp pueden sobrevivir en la miel pero no pueden
multiplicarse.

La miel de las abejas sin aguijon debido a su alto contenido de agua es mas
propensa a sufrir el proceso de fermentacion, lo cual afecta a su sabor y textura. Es
importante mencionar que la miel, a diferencia de los propdleos o polen, no recibe un
tratamiento térmico o deshidratacién para la reduccion de gérmenes (Grabowski &

Klein, 2015).
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Tabla 15

Estudios microbiolégicos de la miel de Apis mellifera y abejas sin aguijon

Especies de abejas Tetragonisca Tetragonisca Apis Apis Tribu Estudio Requisitos
angustula angustula mellifera mellifera Meliponini microbiolégicos
Lugar Argentina Colombia Argentina México Orellana- Loja-Ecuador de la miel de
% - - ok Ecuador abejas Apis

*kkkk

mellifera segun la

Numero de muestras 28 6 163 1920 15 31 tabla 2
Hongos y levaduras NC NC 1.8% 18% ND 12.9% 10° UFC/g
Aerobios mesdfilos 10% ND 14.7% 40.47% 26.6% 9.67% 10* UFC/g
Escherichia coli ND ND ND - 26.6% ND Ausencia
Coliformes totales - NC 35% ND 40% ND Ausencia
Staphylococcus ND - - NC ND 19% Ausencia
aureus

Clostridium sulfito 42.85% 50% ND 12% ND - 10* UFC/g
reductor

Salmonella spp ND ND ND ND ND - Ausente/25g

Nota: (-) ausencia de ensayo; UFC/g Unidades formadoras de colonias por gramo; NC numero de muestras no contabilizadas; ND
No detectado. Obtenido de: *Pucciarelli et al. (2014), **Aguillon Marquez et al. (2015), *** Fernandez et al. (2017), **** Vazquez-

Quinones et al. (2017), *****Ruiz Calderén (2019)
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Revision bibliografica
Actividad antimicrobiana de abejas sin aguijon

Mediante la actividad antimicrobiana se puede justificar la ausencia de Escherichia
coli y la baja frecuencia de Staphylococcus aureus en mieles de abejas sin aguijén
recolectadas en la provincia de Loja.

Las investigaciones sobre la actividad antimicrobiana de la miel de abejas sin aguijén
se centran en la identificacion de compuestos fitoquimicos, los mismos que dependen
de la regién geografica y de la diversidad botanica de la zona (Tuksitha et al., 2018).
Guerrini et al. (2009) estudiaron la actividad antimicrobiana de mieles de abejas sin
aguijon de la amazonia ecuatoriana, registrando una concentracion minima inhibitoria
(CMI) menor contra bacterias Gram positivas en comparacion a bacterias Gram
negativas. Varios autores sefialan que las bacterias Gram positivas suelen ser mas
susceptibles a la miel de abejas sin aguijén en comparacion bacterias Gram negativas
(Temaru et al., 2007; Zainol et al., 2013).

En el presente estudio, no se detectd la presencia de Escherichia coli ni
Staphylococcus aureus en mieles producidas por el género Melipona. En estudios
realizados por Ramon-Sierra et al. (2020) reportaron para mieles de Melipona beechenii
(Bennett, 1831) recolectadas en la comunidad de Mani en Yucatan-México, una CMI 16-
20% (% plv) contra cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Mercés et al. (2013) identificaron la actividad antimicrobiana de la miel de Melipona
asilvai (Moure, 1971) recolectas en el estado de Bahia en Brasil, a una CMI del 70% y
35% (% v/v) contra cepas de Escherichia coli CCMB261 resistentes a sulfonamidas y
Staphylococcus aureus CCMB262 resistente a estreptomicina y dihidroestreptomicina.

En estudios realizados por Pimental et al. (2013) mediante ensayos de

macrodilucién de caldo, identificaron que las mieles de Melipona comprenssipes
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manaosensis (Schwarz, 1932) recolectadas durante la temporada seca y la temporada
lluviosa en el estado Amazonas-Brasil, inhibian el crecimiento de Staphylococcus
aureus y Escherichia coli (O157:H7).

En el presente estudio no se identifico la presencia de Escherichia coli en muestras
de miel del género Scaptotrigona, pero si se registré la presencia de Staphylococcus
aureus en cinco muestras de Scaptotrigona pectoralis (Dalla Torre, 1896). En la
investigacion realizada por Dardon & Enriquez (2008), identificaron para la miel de
Scaptotrigona pectoralis una CMI de 5% y 2.5% (% v/v) en contra Escherichia coli
ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 25923, mientras para la miel de
Scaptotrigona mexicana (Guérin, 1844) reportaron una CMI de 5% (% v/v) contra ambas
cepas.

Nishio et al. (2016), analizaron la actividad antimicrobiana de la miel de
Scaptotrigona bipunctata (Lepeletier, 1836) y Scaptotrigona postica (Latreille, 1807)
recolectadas en en dos lugares especificos del estado de Parana-Brasil, las cuales
mostraron CMI de 5% y <1.25 %(% v/v) contra cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aures ATCC 25923, respectivamente. Cardozo da Silva (2016), reportd
la actividad antimicrobiana de Scaptotrigona bipunctata para diferentes departamentos
de Parana- Brasil, comprobando que la actividad antimicrobiana de las abejas sin
aguijon no solo depende del tipo de abeja sino de factores intrinsicos y extrinsicos
relacionados a la miel.

En el presente estudio, para mieles del género Nannotrigona no se registro el
crecimiento de Escherichia coli ni Staphylococcus aureus. Dardon & Enriquez (2008)
identificaron para la miel del especie Nannotrigona perilampoides (Cresson, 1878) de
origen guatemalteco, una CMI de 5% (% v/v) contra Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Escherichia coli ATCC 259922 .En ensayos realizados por Rodriguez- Malaver

et al. (2009), reportaron para la miel Nannotrigona melanocera (Schwarz, 1938) de
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origen peruano una CMI de 50% y 12.5% (%p/v) contra Escherichia coli ATCC 25922 vy
Staphylococcus aureus ATCC 25923, respectivamente.

En el presente estudio, en la muestra de miel del género Frieseomelitta no se
identificd el crecimiento de Staphylococcus aureus ni Escherichia coli. Mercés et al.
(2013) reportaron la actividad antimicrobiana de Frieseomelitta doederleinei contra
cepas de Escherichia coli y Staphylococcus aureus resistentes a antibidticos,
registrando una CMI de 74 y 19% (% v/v), respectivamente. En estudios realizados por
Brown et al. (2020) identificaron para las mieles de Frieseomelitta nigra (Cresson,1878)
de Trinidad y Tobago la inhibicién del crecimiento de Staphylococcus aureus ATCC
22923 a una concentracion del 8% (% p/v); también observaron una mejor actividad
antimicrobiana para la miel de Tobago a CMI del 2% contra Escherichia coli 25922.

En mieles del género Paratrigona y Oxytrigona se reportd la ausencia de
Escherichia coli; pero la miel del género Paratrigona registré un alto recuento de hongos
y levaduras, y la presencia de Staphylococcus aureus. Para estos géneros no se han
reportado estudios sobre la actividad antimicrobiana de la miel.

En la investigacion de Kwakman et al. (2010) comprobaron que dependiendo del
tipo de miel y el microorganismo a atacar, sus componentes antimicrobianos pueden

actuar de forma sinérgica o incluso no tener efecto en la actividad antimicrobiana
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Capitulo VI-Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

o En las muestras de miel de abejas sin aguijon de la provincia de Loja se identifico
aerobios mesofilos (52%, n=16/31), bacilos esporulados Gram positivos (48%,
n=15/31), hongos y levaduras (35%, n=11/31), Staphylococcus aureus (19%,
n=6/31) y la ausencia de coliformes totales y Escherichia coli.

o En el muestreo del Cantén Pindal (n=15) se identificé un recuento de hongos y
levaduras superior a los 100 UFC/g, mientras en las muestras del canton Celica
(n=8) se detectd un recuento alto de aerobios mesdfilos. Para las muestras del
cantén Puyango (n=8) a excepcion de una muestra, no se detecté el crecimiento de
hongos y levaduras ni meséfilos aerobios.

e Mediante Chi cuadrado se comprobd que la presencia o ausencia de bacilos
esporulados Gram positivos y Staphylococcus aureus en las muestras de miel de
abejas sin aguijéon no dependian de region muestreada ni del afio recoleccién a un
nivel de confianza del 5%.

o Se identificd que 38.7% (n=12/31) de las muestras de miel no cumplian con los
requisitos establecidos para la miel de Apis mellifera. Para el género Scaptotrigona
se obtuvo que nueve muestras no cumplen los requisitos de aerobios mesofilos
(n=2), hongos y levaduras (n=2) y presentan Staphylococcus aureus (n=5).En
muestras de miel de otros géneros como Melipona, Paratrigona y la especie no
identificada 1 se registré un alto conteo de hongos y levaduras, y aerobios mesdfilos
e incluso la presencia de Staphylococcus aureus.

e Las muestras de miel del género Scaptotrigona que reportaron el crecimiento de
Staphylococcus aureus, no representaron un crecimiento alto de hongos y levaduras

o aerobios mesodfilos. Considerando las investigaciones referentes a la actividad
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antimicrobiana de la miel de este género, se podria decir que la presencia de este
microorganismo se debe posiblemente a la contaminacion secundaria.

¢ En la miel del género Paratrigona se reportd la presencia de Staphylococcus aureus
y un recuento de 500 UFC/g de hongos y levaduras. Posiblemente la calidad de la
miel se deteriord por la presencia de hongos y levaduras, permitiendo la
proliferacion de Staphylococcus aureus.

Recomendaciones

o Realizar estudios comparativos entre los métodos convencionales y el uso de placas
de conteo rapido para la deteccién de microorganismos en la miel.

e Desarrollar estudios referentes al recuentro de microorganismos en la miel con la
finalidad de establecer requisitos microbiolégicos para Apis mellifera y para los
distintos géneros de abejas sin aguijén en el Ecuador.

o Realizar analisis microbiologicos de la miel de las abejas sin aguijon para garantizar
su inocuidad, y de este modo evitar el uso o consumo de productos con alta carga
microbioldgica.

e Se recomienda a los meliponicultores durante y después de la cosecha de la miel
cumplir con los estandares de saneamientos necesarios para evitar la

contaminacion secundaria en la miel.
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