UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

“EVALUACION ANTIMICOTICA IN VITRO DE LAS MIELES DE Melipona
beecheii DE LA REGION BIOGEOGRAFICA CHIMALTECA DE GUATEMALA”

Evelin Yanira Valencia Velasquez

Shirly Janet Sanabria Guillermo

QUIMICAS BIOLOGAS

Guatemala, Febrero de 2017



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA

“EVALUACION ANTIMICOTICA IN VITRO DE LAS MIELES DE Melipona
beecheii DE LA REGION BIOGEOGRAFICA CHIMALTECA DE GUATEMALA”

Seminario de Investigacion

Presentado por

Evelin Yanira Valencia Velasquez

Shirly Janet Sanabria Guillermo

Para optar al titulo de

QUIMICAS BIOLOGAS

Guatemala, Febrero de 2017



JUNTA DIRECTIVA

Dr. Rubén Dariel Velasquez Miranda Decano
M.A. Elsa Julieta Salazar Meléndez de Ariza Secretaria
MSc. Miriam Carolina Guzman Quilo Vocal |
Dr. Juan Francisco Pérez Sabino Vocal Il
Lic. Carlos Manuel Maldonado Aguilera Vocal Il1
Br. Andreina Delia Irene Lopez Hernandez Vocal IV

Br. Carol Andrea Betancourt Herrera Vocal V



DEDICATORIA

A DIOS
Por ser nuestro guia y apoyo incondicional en el recorrido de nuestra carrera.

A NUESTRAS MADRES
Maria Velasquez Carrillo
Gricelda Janet Guillermo Ligorria
Por estar siempre a nuestro lado, apoyarnos incondicionalmente en los momentos

mas dificiles y darnos lo mejor con mucho amor, esfuerzo y dedicacion.

A NUESTROS HERMANOS Y HERMANAS
Ana Beatriz Valencia Velasquez
Dora Alicia Sanabria Guillermo
Luis Sanabria Guillermo
Jonathan Sanabria Guillermo

Por su compafiia, carifio y motivacion en todo momento.

A NUESTROS AMIGOS

Por brindarnos su apoyo, amistad y tiempo, especialmente a Proyecto MIRIAM.



AGRADECIMIENTOS

A DIOS
Por ayudarnos a culminar una etapa importante en nuestra vida.

A LA UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA
Por brindarnos la oportunidad de formarnos como profesionales.
A LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y FARMACIA
Por toda la formacion académica brindada para ejercer como profesionales.
A NUESTROS ASESORES
Lic. Carlos Maldonado
Lic. Manuel Diaz
Por todo su tiempo, atencion y conocimientos durante la realizacion de este trabajo
de graduacion.
A NUESTRA REVISORA
Licda. Maria Eugenia Paredes

Por todo su tiempo y dedicacién para revisar este trabajo de graduacion.

A TODAS LAS INSTITUCIONES COLABORADORAS

Por el apoyo brindado en cada una de las etapas de nuestro trabajo de graduacion.



VI.
VII.

VIII.

XI.
XII.

XII.

INDICE

AMBITO DE LA INVESTIGACION
RESUMEN
ANTECEDENTES

A. Micosis superficiales

1.
2.
3.

5.

Dermatofitos

Dermatofitosis, tineas o tifias

Epidemiologia de los dermatofitos de importancia médica
a. Agentes etioldgicos de importancia médica en

Guatemala

Tratamiento de infecciones causadas por hongos
a. Antimicoticos
b. Manejo de Tinea pedis

Actividad antimicotica in vitro

B. Miel de Meliponinos

1. Actividad antimicrobiana de la miel
2. Taxonomia y distribucién de las abejas sin aguijon
3. Generalidades y la meliponicultura de abejas sin aguijon
4. Division de las regiones biogeogréaficas en Guatemala
JUSTIFICACION
OBJETIVOS
HIPOTESIS
MATERIALES Y METODOS
RESULTADOS

DISCUSION DE RESULTADOS
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ANEXOS

a b~ A~ b B~ DN P

11
11
15
16
16
18
20
23
24
25
26
33
43
47
48
49
58



. AMBITO DE LA INVESTIGACION
(UBICACION DENTRO DEL PROYECTO MACRO)

A.  Titulo del proyecto macro
Determinacion de las diferentes propiedades presentes en las mieles de Melipona

beecheii de las distintas regiones biogeogréaficas de Guatemala.

En Guatemala, al igual que en otros paises, se desconoce la composicion y la
bioactividad de estas mieles. Esto conlleva a la necesidad de conocer las distintas
cualidades de la miel de estas abejas, objetivo con el cual se determinara la actividad

antimicética de muestras de miel provenientes de una region biogeografica del pais.

B. Titulo del proyecto del estudiante
Evaluacion antimicdtica in vitro de las mieles de Melipona beecheii de la region

biogeografica Chimalteca de Guatemala.

C. Nombre del asesor
Lic. Carlos Maldonado Aguilera

Lic. Manuel Diaz Paz

D. Ubicacién dentro del proyecto macro:
Evaluar la actividad antimicética de mieles de Melipona beecheii frente a

Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Epidermophyton floccosum.

E. Duracion del proyecto

Un afio.

F. Unidad Académica responsable:
Unidad para el conocimiento, uso y valoracion de la Diversidad Bioldgica del
Centro de Estudios Conservacionistas -CECON-

Departamento de Microbiologia. Escuela de Quimica Bioldgica.



1. RESUMEN

En los ultimos afios no solo se han incrementado las infecciones micéticas como las
dermatofitosis, sino que también ha aumentado el nimero de cepas resistentes a los
diferentes antifingicos actuales y su frecuencia esta relacionada con el dermatofito causal,
el nivel socioeconémico de la poblacién y la migracion de los individuos. A pesar de los
nuevos antimicoticos topicos y sistémicos, algunos de éstos sufren de varios inconvenientes
tales como toxicidad, interacciones farmaco-farmaco, la falta de eficacia fungicida, el costo
y la aparicion de cepas resistentes causadas por el uso frecuente de algunos de ellos. Esto
ha llevado a la blisqueda e investigacion de nuevos componentes, resurgiendo el uso de

productos naturales.

Algunos investigadores reportan que la actividad antimicotica de la miel es debido a
su efecto osmotico, asi como a la presencia del acido glucénico. Sin embargo, diversos
estudios indican que tiene otros componentes antibacterianos mas efectivos tales como los
flavonoides que son metabolitos secundarios que provienen de las plantas que polinizan las
abejas (Molan, 1992).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad antimicOtica de 10 mieles
obtenidas de la abeja Melipona beecheii de la region biogeografica Chimalteca, frente a

cepas del género Trichophyton spp. y Epidermophyton sp.

En T. rubrum se determind que el 47.5% de las muestras de mieles presentaron
inhibicidn, en T. mentagrophytes el 45% y en E. floccosum el 5%. Para T. rubrum no existe
diferencia significativa entre el halo de inhibicion y las concentraciones de 40, 60 y 80%.
Cabe mencionar que no se realizd la prueba de Tukey ya que de 30 pruebas realizadas
pocas presentaron halos de inhibicién, por lo que se necesitaria de mas réplicas para

concluir y asi tener una mejor representatividad.

De los resultados obtenidos se puede concluir que las mieles de M. beecheii si
presentan actividad antimicotica aplicadas a las concentraciones de 20, 40, 60 y 80%. El

departamento que presentd mayor consistencia con el grado de inhibicion a las
2



concentraciones de 40, 60 y 80 % contra los tres dermatofitos fue El Quiché siendo este el

unico que presentd inhibicion contra E. floccosum a la concentracion de 60 y 80%.



I1l. ANTECEDENTES

A Micosis superficial

Las micosis superficiales son infecciones producidas por distintos grupos de hongos
patdgenos para el hombre que invaden las estructuras queratinizadas, es decir estrato
cérneo, pelo, ufias y las mucosas. Estan distribuidos ampliamente en la naturaleza, pueden
vivir en el organismo humano como saprofitos o parésitos. Solamente algunas especies de
hongos conocidos son patdgenas para el ser humano. En este grupo se incluyen las

dermatofitosis y candidiasis (Bautista, 2013).

1. Dermatofitos

Son hongos filamentosos, hialinos y septados clasificados de acuerdo a su
morfologia dentro de los géneros Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton; ellos
producen queratinasas y otras enzimas proteoliticas que degradan la queratina. La hifa de
estos organismos penetra en el estrato corneo de la piel y las ufias (Sanchez, Sanchez, &
Sena, 2009).

Trichophyton se caracteriza por formar macroconidias multicelulares de pared lisa y
pueden existir microconidias; Microsporum, forma macroconidias de pared rugosa y puede
haber macroconidias y Epidermophyton, por producir macroconidias de pared lisa y
delgada (Perelli, Calzolaio, & Gonzélez, 2012).

Ecoldégicamente los dermatofitos estan clasificados en tres grupos: antropofilicos, en
donde el hospedero es humano; zoofilicos, en donde el hospedero es el animal y por Gltimo

geofilicos, cuando cumplen su ciclo de vida o parte de este en el suelo (Prada, 2008).

2. Dermatofitosis, tineas o tifias

La dermatofitosis es una infeccion superficial de la piel ocasionada por hongos
queratinofilicos que afectan estructuras que contienen queratina: piel, pelo, ufias y son las
micosis ma&s comunes a nivel mundial. Son también llamadas “tineas” o “tifias” las cuales

adquieren su nombre clinico por el area de lesion y se clasifican en Tinea capitis, Tinea
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corporis, Tinea pedis, Tinea cruris, Tinea unguium, Tinea barbae, Tinea faciae, Tinea
imbricata, Tinea unguium. Pueden adquirirse por contacto directo o indirecto con objetos
contaminados (peines, cepillos, sombreros, calzado, instrumentos para limpiar las ufias o

ropa) (Hernandez, Carbajal, Fernandez, & Arenas, 2007).

En Guatemala se ha observado una frecuencia del 42.15% y la tinea mas frecuente
fue T. corporis (11.50%), seguida por T. pedis (11.17%), T. capitis (4.14%), T. manum
(2.98%), datos no determinados (9.14%), T. facei (2.27%) y T. cruris (0.95%) (Martinez, et
al., 2012).

La tinea del pie llamada pie de atleta o tinea podal es una infeccion dermatofitica
superficial que afecta los pies, especialmente los pliegues interdigitales, plantas y
esporadicamente el dorso evolucionando en forma cronica, muchas veces subclinica con
brotes irregulares y prurito de intensidad variable. La tinea de los pies es bastante comin y
de distribucién mundial. Es mas frecuente en los climas templados y tropicales, afecta a la
mayoria de la poblacion en algin momento de la vida, el riesgo aumenta con la edad, es
menos frecuente antes de la pubertad, afecta més frecuentemente a los hombres, pero no
hay predileccion por ningun grupo racial (Tulio, et al., 2007). Los agentes causales méas
frecuentes son el T. rubrum, T. mentagrophytes y E. floccosum. Habitualmente puede haber
colonizacién de bacterias gram positivo, gram negativo y Candida spp. La necesidad de
investigar esta tinea se explica por los estudios de Reino Unido y Canada que han
destacado que las personas con T. pedis presentan mayor riesgo para desarrollar
onicomicosis podales y que en muchas ocasiones permanece oculta (Sanchez, Sanchez, &
Sena, 2009).

3. Epidemiologia de dermatofitos de importancia medica

A nivel de salud publica, conocer la epidemiologia de las dermatofitosis es muy
importante para poder controlar estas infecciones, ya que ocasionan enfermedades
adquiridas a partir de otros pacientes, animales u objetos infectados, siendo las
artroconidias y clamidoconidias las estructuras micoticas asociadas a la infeccion, dada su
resistencia a factores ambientales como el calor y su capacidad para sobrevivir a meses o

afios en el ambiente (Sanchez, Sanchez, & Sena, 2009). Entre los factores predisponentes
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podemos destacar: el clima, el uso de medicamentos esteroides que comprometen la
funcién del sistema inmune, el traumatismo en los pies, la practica de deportes que produce
traumatismo secundario, el contacto con personas contaminadas o con portadores
asintomaticos (generalmente familiares, amigos o compafieros de trabajo), el uso de zapatos
oclusivos que propician irritacion y maceracion que hacen a la piel mas vulnerables a la
infeccion micotica, el uso de zapatillas ajenas, el uso de bafios compartidos (por el contacto
con superficies contaminadas), los malos habitos higiénicos, el hacinamiento, ropa sintética
y el uso de piscinas (que propician un ambiente hiumedo en la piel), la ocupacion

profesional (Bautista, 2013).

Las caracteristicas epidemiologicas para cada tipo de dermatofitosis son diferentes y
su persistencia favorece la aparicion de casos o brotes recurrentes. En Guatemala se ha
observado que T. pedis es causa frecuente de consulta en los servicios de salud, el cual ha
llegado a ocupar el tercer lugar de las enfermedades de la piel mas diagnosticadas en
algunos servicios de Consulta Externa del Instituto de Dermatologia y Cirugia de Piel -
INDERMA-. A diferencia de otros paises, no se encuentran estudios que expliquen las

razones de dicho aumento en nuestra poblacion (Bautista, 2013).

English y Gibson reportaron una prevalencia de 8.2% de T. pedis en nifios de
Bristol, Inglaterra, Nueva Zelanda; Marples y Chapman, encontraron un 5.9% de cultivos
positivos en nifios con T. pedis. Gonzalez et al. (2008) realizaron un estudio en Monterrey,
Meéxico donde se demostré una frecuencia de 3.4% de T. pedis en la poblacion pediétrica.
En México, Ruiz Esmenjaud et al. (2003) han reportado una frecuencia de 2.85% de T.
pedis en pacientes cuyas edades se encontraban entre 5 y 15 afios. En investigaciones
realizadas en México por Manzano et al. (2008), estas infecciones constituyen 58% de las
micosis superficiales segun registros de los afios 1995 - 2005 (Véasquez , 2012).

En Venezuela los grupos de trabajo en micologia médica, reportaron que entre los
afios 2004 — 2005 de un total de 848 casos de micosis superficiales estudiados en el estado
de Sucre resultaron positivos 585 (68.98%), de los cuales 390 (66.67%) correspondieron a

dermatofitosis. El agente aislado con mayor frecuencia fue T. mentagrophytes 199



(51.03%) seguido de T. rubrum 185 (47.44%), M. canis 3 (0.77%), M. gypseum 1 (0.25%)
y E. floccosum 2 (0.51%) (Boletin Informativo, 2006).

Se determino la frecuencia de las infecciones debidas a dermatofitos en un estudio
retrospectivo observacional descriptivo de 2,418 casos reportados por el Centro
Hospitalario Candelaria, el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social y el Instituto de
Dermatologia y Cirugia del Pie “Prof. Dr. Fernando A. Cordero C.” y los mayormente
aislados por medio de cultivo fueron T. rubrum (85.0%), M. canis (7.0%), T.
mentagrophytes (5.92%), E. floccosum (1.0%), M. (1.0%) y M. audoinnii (0.08%) siendo
este Ultimo un caso (Martinez, et al., 2012).

Estudios realizados en diferentes partes del mundo, en personas que consultan por
lesiones dermatoldgicas, muestran que no hay un consenso en cuanto a cudl es la lesion méas
frecuente. Asimismo, no hay un predominio de una especie de dermatofito en particular, sin
embargo, se observa que en la mayoria de estudios se reporta a T. rubrum, T.

mentagrophytes y E. floccosum (Pérez, 2005).

En Guatemala existe muy poca informacién acerca de estudios de prevalencia para
dermatofitos (Martinez, et al., 2012).

a. Agentes etioldgicos de importancia médica en Guatemala
Las siguientes especies se han especializado en producir dermatofitosis en el

hombre y se aislan exclusivamente de muestras humanas:

I. Trichophyton rubrum

Se caracteriza por presentar microconidias en forma de lagrima (piriforme), que
miden de 2 a 5 um y casi siempre nace a los lados de las hifas; es mas comun encontrarlas
en las cepas aterciopeladas. Las macroconidias aparecen rara vez, tiene forma de aguja, de
paredes delgadas, con extremos romos y presentan de 3 a 8 tabiques; son mas comunes en

las cepas granulosas (Ver anexo No. 2) (Logemann, 1995).



El crecimiento es lento, la colonia aplanada o elevada puede variar de algodonosa
blanca a granular rosada. Son comunes los pliegues en arrugas, el reverso es amarillo
cuando la colonia es joven, luego va cambiando a un color rojo vino (aproximadamente a
las dos semanas); este color caracteristico se observa mejor en el reverso de la colonia y

puede desaparecer en el subcultivo (Koneman, 2006).

ii. Trichophyton mentagrophytes

El crecimiento es relativamente rapido y llega a la maduracion en 3 a 5 dias. Pueden
observarse dos tipos de colonias: algodonosas o granulares. Las variantes algodonosas son
inicialmente blancas, pero pueden tornarse de color crema a ocre con la madurez
(Koneman, 2006). A menudo se desarrollan hifas estériles que forman telarafias con una
zona central umbilicada. La periferia y el reverso de la colonia pueden ser rosados a ocres.
Las variantes granulares producen colonias planas que se diseminan con una superficie

granular gruesa (Gioseffi, et al., 2009).

iii. Epidermophyton floccosum

Colonia marrén amarillenta, aterciopelada, de crecimiento lento y reverso incoloro a
marron. No difunde pigmento al medio. Es un hongo filamentoso que forma abundantes
macroconidios dispuestos en racimos, con pared gruesa y lisa, con extremos romos, que
presentan de dos a cuatro septos. Los macroconidios se asientan sobre el conidiéforo por un
pequefio pediculo. No forma microconidias (Sanchez, Sanchez, & Sena, 2009). Poseen
hifas en forma de raqueta, las colonias son visibles a los 7-9 dias, como un mechén de hifas
amarillas oscuras, de color canela, de un color gris verdoso (colonias de 2-3cm de diametro
a los veinte dias), con aspecto aterciopelado, finalmente pulverulento, planas, con centro
umbilicado del que parten surcos radiales y color de verde amarillento a verde oliva (Ver
anexo No. 2). La zona marginal termina en una corona radial blanca. E. floccosum crece
rapidamente en agar papa dextrosa y madura en menos de o hasta diez dias (Koneman,
2006).

4. Tratamiento de infecciones causadas por hongos
En cuanto a su actividad antimicotica, se definen dos grupos: fungicidas, los cuales

producen deplecidn del ergosterol lo que se traduce en la muerte del hongo y fungistaticos
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gue producen acumulacion de escualeno, lo que interfiere con el ciclo celular e inhibe la

multiplicacién del hongo sin provocar su muerte (Bautista, 2013).

Hay una gran variedad de medicamentos, tanto fungicidas como fungistaticos,
siendo los maés utilizados: La griseofulvina el cual fue el primer antifingico oral utilizado
en el tratamiento de las dermatofitosis. Es un antifingico natural producido por varias
especies de Penicillium, especialmente P. griseofulvum. Su espectro estd restringido a

dermatofitos y carece de actividad frente a otros hongos patégenos (Fernandez, 2005).

a. Antimicoticos

El éxito en el tratamiento de las dermatofitosis depende de factores relacionados con
el agente causal y también de las propiedades fisico-quimicas del antimicético, por lo que
este debe basarse en la sensibilidad antimicética de los dermatofitos (Manzano, 2008)
(Méndez, et al., 2007).

En la actualidad, existen numerosos antimicoticos para el tratamiento de las
dermatofitosis. La terapia puede ser tOpica, sistémica o una combinacion de ambas
dependiendo de la localizacion, extension y severidad de las lesiones, la edad del paciente y

la especie del dermatofito involucrada en la infeccion (Méndez, et al., 2007).

Los antimicoticos de accion tdpica se aplican localmente en la lesion y pueden
presentarse en forma de geles, cremas, soluciones, lacas de ufias o ungientos. Sin embargo,
se ha reportado que este tipo de terapia suele fracasar con T. unguium, T. capitis o T. pedis
(Colella, 2006)

Los antimicéticos de accidn sistémica estan indicados principalmente en T. capitis,
T. unguium y en las dermatofitosis severas o diseminadas en pacientes inmunosupresos
(Colella, 2006). Aungue existe un gran arsenal de antimicéticos tanto tépicos como orales
para el tratamiento de las dermatofitosis, el éxito de curacion de pacientes con T. unguium
es muy bajo; se han reportado tasas de fracaso del 35%, por lo que recomiendan la terapia

combinada en estos casos (Manzano, 2008).



De acuerdo con el grupo quimico al que pertenecen, los antimic6ticos se clasifican

en.

i. Azoles

Inhiben la actividad de la enzima 14-a-desmetilasa, bloqueando la desmetilacion de
lanosterol a ergosterol, componente principal de la membrana celular de los hongos. Como
consecuencia de ello, se altera la membrana celular y se acumulan compuestos no

desmetilados que inhiben el crecimiento fangico. Estos se subdividen en:

e Imidazoles topicos
Esta el Clotrimazol, Bifonazol, Ketoconazol, Terconazol, Miconazol, Econazol,

Sertaconazol, Flutrimazol y Eberconazol (Manzano, 2008).

e Triazoles sistémicos
Esta el Itraconazol, Fluconazol, Voriconazol, Posaconazol, Ravuconazol y
Albaconazol (Méndez, et al., 2007).

ii. Alilaminas

Inhiben la actividad de la enzima escualeno-epoxidasa, impidiendo la sintesis de
lanosterol (actividad fungistatica). Por tanto, la via enzimatica es blogueada en un paso
anterior al inhibido por los azoles. Como resultado de ello, el escualeno acumulado en la
célula fangica provoca la muerte celular (actividad fungicida). Los principales

representantes de este grupo son: terbinafina y naftifina (Bautista, 2013).

iii. Derivados de morfolina

Actian bloqueando la produccion del ergosterol e inhibiendo la enzima 14-a-
reductasa y la 7-delta-8-isomerasa. El principal representante de este grupo es la amorolfina
(Méndez, et al., 2007).
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b. Manejo de T. pedis

El tratamiento de la T. pedis es fundamentalmente topico, segun la forma clinica de
presentacion y el tratamiento sistémico es excepcional. Ademas, se debe corregir los
factores predisponentes, uso diario de polvos antimicéticos. Pueden administrarse
imidazoles en crema o solucién al 1 0 2%, como miconazol, clotrimazol o isoconazol dos
veces al dia; ketoconazol o bifonazol, una vez al dia, durante uno o dos meses (Bautista,
2013).

5. Actividad antimicotica in vitro

La miel se ha utilizado como medicina desde la antigiiedad en culturas china,
egipcia, hebrea, griega, hindd, persa, romana y maya. La actividad antimicética de la miel
se cree que se atribuye a la alta concentracion de azlcares y de bajo contenido de agua
(Molan, 1992).

Hasta la fecha se han realizado muy pocos intentos de evaluar las propiedades
antimicéticas de la miel, en comparacion con la gran cantidad de literatura que ha
establecido que la miel presenta actividad antibacteriana significativa (Koc, Silici, Kasap,
Hormet, & Mavus, 2008).

Actualmente los efectos de la actividad antimicotica han Ilamado la atencion de los
cientificos debido al desarrollo de resistencia a los antimicéticos (Khosravi, Shokri,
Katiraee, Ziglari, & Forsi, 2008) o la creciente conciencia sobre los efectos secundarios de
muchos medicamentos, por ello han realizado estudios de actividad antimicdtica in vitro en
mieles demostrando inhibicion en el crecimiento de todos los dermatofitos comunes y
levaduras (Olaitan, Adeleke, & Ola, 2007) (Cancliracci, Citterio, & Piatti, 2012).

Estudios realizados determinaron que muestras de miel presentaron actividad
antimicética contra los hongos del género M. gypseum y en el mismo observaron que
este fue el mas sensible de todos los aislados fungicos, mientras que C. albicans fue la
menos sensible. Los valores de Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) y Concentracion
Fungicida Minima (CFM) oscilaron entre 12.5 y 50% (v/v) y con ello confirmaron que la

miel mostré un amplio espectro de actividad (Anyanwu, 2012).
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Cabe mencionar otro estudio donde la actividad antimicdtica de diluciones de la
miel empleando el ensayo de difusién en agar, muestra una inhibicién del crecimiento
alrededor de los pozos de E. floccosum al 25 y 10%; M. canis 25 y 15%; M. gypseum 55y
20%; T. mentagrophytes var interdigitale. 45 'y 15%; T. mentagrophytes var.
mentagrophytes 25 y 15%; T. rubrum 20 y 5% y T. tonsurans 25 y 20%. Los resultados de
estas investigaciones demuestran que los dermatofitos comunes son sensibles a la actividad
de la miel, lo cual justifica su evaluacion clinica en el tratamiento de tineas (Brady, Molan,
& Harfoot, 1996).

Los usos de la miel de ulmo (Eucryphia cordifolia) rico en compuestos fendlicos, es
capaz de inhibir el crecimiento in vitro de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Streptococcus grupo B- Hemolitico, entre otras, ademas de poseer actividad
fungicida y fungistatica contra Candida albicans, Aspergillus spp., Penicillium spp. ya han
sido patentados por Montenegro & Ortega, 2011, patente N° WO/2011/057421.

En una gran cantidad de estudios se ha evaluado la actividad antibacteriana de la
miel y al determinarse que también posee actividad antimicética le provee un mayor valor
agregado en infecciones en donde se puede ver implicados ambos microorganismos. En
Guatemala y en otros paises no se han reportado estudios de actividad antimicotica in vitro
de la miel contra T. rubrum, T. mentagrophytes y Epidermophyton floccosum empleando el

método de difusion en agar.

Cabe mencionar la importancia de evaluar de la actividad antimicética in vitro de
nuestras mieles nativas de M. beecheii ya que en Guatemala ni en otros paises se han
reportado estudios contra los dermatofitos causantes de Tinea pedis: T. rubrum, T.

mentagrophytes y E. floccosum.

a. Tamizaje de la actividad antimicotica in vitro
Pone de manifiesto la inhibicion del crecimiento de un hongo, determinada en
condiciones estandar con una concentracion previamente determinada como punto de corte

de un extracto, fraccion o compuesto (Sélis, De solis, Gattuso, & Caceres, 2005).
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Hasta hace dos décadas las pruebas de susceptibilidad para dermatofitos y otros
hongos filamentosos in vitro a los diferentes antimicoticos solo se empleaban
ocasionalmente en laboratorios especializados ya que son varios los factores que dificultan
un procedimiento estandar para medir in vitro la susceptibilidad antimicotica, tales como el
tipo y tamafio del indculo, la temperatura de crecimiento, composicion del medio, pH y el
tiempo de incubacion (Colella, 2006). El manejo, recuento, dilucion y transferencia de
hifas muestra un mayor grado de dificultad que el de las conidias, por lo que generalmente,
las técnicas de sensibilidad suelen realizarse con estas Ultimas. Hasta los momentos se
dispone como técnica de referencias para el estudio de la susceptibilidad del documento M
38-P de la NCCLS (National Comitte for Clinical Laboratory Standards, 2002).

Existen tres métodos para pruebas de susceptibilidad con antimicoticos: difusion en
agar, dilucion en caldo y dilucion en agar, todos se basan en los mismos principios de los
utilizados para agentes antibacterianos (Céceres, 1999).

i. Meétodo de difusion en agar

Este procedimiento se basa en el descrito por Bauer -Kirby (Céaceres, 1999). Se
utiliza un disco, agujero o cilindro como reservorio en el agar, el cual contiene la muestra a
ensayar, luego del periodo de incubacién se mide el didmetro de la zona clara alrededor del

reservorio (diametro de inhibicion) (Sharapin, 2000).

Este método no requiere dispersién homogénea en agua de la sustancia o producto a
evaluar, la cantidad de muestra utilizada en el tamizaje es pequefia y permite probar cinco a
seis compuestos contra varios organismos, ademas es el mas conveniente para el tamizaje
preliminar de sustancias puras. Este método fue originalmente disefiado para controlar la

cantidad de sustancias antibioticas en extractos crudos (Sharapin, 2000).

ii. Método de dilucion
Este método se basa en que el crecimiento exponencial de hongos susceptibles
inoculados en la superficie o profundidad de los medios de cultivo adecuados es inhibido

por las moléculas bioactivas diluidas en el medio de agar. Este procedimiento ofrece una
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distribucion homogénea del compuesto en el agar y esta basado en el método descrito por
Mitscher et al. (Ortiz, 2006).

o Método de dilucion en caldo

En este método el indicador de inhibicion es la turbidez del medio. Cuando no
existe crecimiento el medio permanece claro, es decir, el antimicrobiano inhibe el
microorganismo; cuando el antimicrobiano no tiene ningin efecto hay crecimiento y el
medio aparece turbio. El grado de inhibicidn se relaciona con la turbidez y esta se mide por
espectrofotometria. La concentracion minima del antimicrobiano que no muestre
crecimiento es la medida del efecto bacteriostatico o fungistatico del microorganismo
(Forbes, Sahm, & Weissfeld, 2009).

Este se ha convertido en la base de casi todos los métodos utilizados en la
actualidad. EI caldo méas cominmente usado para estas pruebas es el de Mueller-Hinton
suplementado con los cationes magnesio y calcio (Ellisa, 2008), el cual proporciona
resultados cuantitativos y no influidos por la tasa de crecimiento de microorganismos
(Pinto, 2003).

o Meétodo de dilucién en agar

Este método es parecido al método de dilucion en caldo. Este método es rapido y la
CIM de un producto puede ser determinada contra seis microorganismos a la vez. Este
permite la inoculaciébn de aproximadamente 20-25 microorganismos en cajas
estandarizadas. Las ventajas de este método son su simplicidad, sensibilidad,
reproducibilidad, rapidez, facilidad de estandarizar y procesar gran cantidad de muestras,
ademas ofrece la posibilidad de usarlo en el estudio de antimicrobianos solubles en agua o
muestras insolubles como aceites esenciales, ademas pueden ser sembrados hasta seis

microorganismos en una caja de petri (Molina, 2005).
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B. Miel de Meliponinos

La miel producida por Apis mellifera es una sustancia azucarada, densa,
transparente y viscosa. Es elaborada a partir de las las abejas mediante la recoleccién de
néctar de las plantas, de secreciones de partes vivas de éstas o de excreciones de insectos
succionadores de plantas que quedan sobre partes vivas de las mismas y que las abejas
recogen, transforman mediante una accién enzimatica. De este modo el néctar es
enriquecido con fermentos, acidos y albumina de la abeja (Moguel, Echazarreta, & Mora,
2005).

Se ha comparado la miel de los meliponinos con la miel producida por A. mellifera,
y se ha determinado que la miel de M. beecheii tiende a ser mas liquida, acida y su
composicion no es idéntica, lo cual puede marcar una diferencia en el efecto que puedan
presentar sobre los microorganismos. Esto ha llevado a que se realicen ensayos para
comprobar la accion antimicrobiana y antioxidante de la miel de meliponinos (Enriquez &
Solis, 2001) (Enriquez & Dardon, 2007).

Las mieles de los meliponinos poseen diversas caracteristicas, principalmente llegan
a variar por factores como el recurso floral disponible para la obtencién de polen y néctar.
La composicién bioquimica de la miel de algunas especies de abeja sin aguijon presenta
una alta cantidad de monosacéaridos, que constituyen el 60-80% de la miel; agua, alrededor
de un 15 a 20%; minerales, sustancias nitrogenadas, acidos organicos los cuales confieren a
la miel un pH de 3.6 a 4.2; enzimas, vitaminas y hormonas; inhibinas, a las que se les

atribuye actividad antibiética (Enriquez & Dardén, 2007).

La miel de los meliponinos se ha reconocido principalmente como un alimento
nutritivo de alto valor energético que posee propiedades curativas y esto ha conllevado a
gue se realicen ensayos para comprobar su accion antimicrobiana y antioxidante. Debido a
que la miel de Costa Rica y en Latinoamérica es reconocida popularmente por sus
propiedades terapeuticas, el cual se emplea para el tratamiento de diversas afecciones
respiratorias, dermatoldgicas y gastrointestinales ha incrementado su valor frente a la miel
de A. mellifera ( Vit, Medina, & Enriquez, 2004).
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En Guatemala la apicultura tiene potencial, aunque con pequefios volimenes de
produccién. EI Comité Apicola de la Asociacion Guatemalteca de Exportadores
(AGEXPORT) manifestd que el sector apicola de Guatemala cuenta con un estimado de
120,000 colmenas, las cuales son trabajadas por un aproximado de 4,000 productores
dedicados a la apicultura. A la vez, consideran que otras 25,000 personas estan vinculadas a
la cadena de valor de la miel de abejas y otros productos apicolas (AGEXPORT, 2014).

Se ha reportado la presencia de especies de abejas sin aguijon de las cuales al menos
13 son utilizadas para la obtenciéon de miel y otros productos de la colmena (Enriquez &
Dardén, 2007).

1. Actividad antimicrobiana de la miel

Esta se vincula con factores como la acidez, osmolaridad, presencia de peréxido de
hidrégeno. La miel estd saturada o sUper saturada de solucién de azlcar, esta posee
propiedades osmoticas, las moléculas del agua reaccionan perfectamente con las azucares
de la miel permitiendo poca agua disponible para los microorganismos. La actividad de la
diastasa, enzima encargada de la degradacion del almidén, esta vinculada con la actividad
antibacteriana de la miel. La presencia de peroxido de hidrégeno generada por la actividad
enzimatica de la glucosa en la miel contribuye a su actividad antibacteriana. La eficiente
actividad antibacteriana y antiinflamatoria pone de manifiesto su enorme potencial de

aplicacion en el ambito clinico a nivel dermatoldgico (Dardén & Enriquez, 2008).

2. Taxonomia y distribucién de las abejas sin aguijon

Las abejas sin aguijon pertenecen a la tribu Meliponini (Hymenoptera, Apidae,
Apinae) almacenan la miel en potes de cerumen, a diferencia de los panales de cera que
utiliza A. mellifera, se desarrollan en las regiones tropicales y subtropicales, también
constituyen uno de los grupos de insectos de mayor abundancia en el mundo, se conocen
alrededor de 20,000 especies distribuidas en 11 familias. La mayoria de los representantes
de este orden presentan habitos solitarios mientras otros presentan distintos grados de
organizacion social. La familia Apidae es la Unica que presenta especies con una
organizacion altamente social. Estas especies pertenecen principalmente a las subfamilias

Apinae y Meliponinae (Vit, 2008).
16



Los meliponinos estan divididos en tres tribus: Trigonini, Lestrimellitini y
Meliponini. Esta Ultima esta constituida por un Unico género Melipona que se distribuye
unicamente en la region tropical de America (Gutiérrez, et al., 2008). Los Trigonini
presentan varios géneros (Plebeia, Trigona, Tetragonisca, etc.) y estdn ampliamente
distribuidos en las areas tropicales y subtropicales de todo el mundo. Lestrimellitini
solamente tiene un género. En Guatemala se distribuyen tres de las 69 especies de

Melipona (Nogueira, 2006).

a. Caracteristicas entomoldgicas de Melipona

Este es el género mas caracteristico de Meliponini. Se compone de especies
apiformes bastante grandes, en su mayoria son un poco mas robustos que las obreras de
Apis, con alas que se extienden mas alla del apice del metasoma (parte posterior de la
abeja), un estigma delgado dentro de la célula marginal que no es convexo y presenta de 9 a
14 hamuli (serie de diminutos ganchos que se ubican en el borde del ala y se enganchan con
el borde del primer par de alas) (Espinoza, 2004). El estilete de las abejas obreras esta en
angulo recto o agudo, y la capsula genital masculina es esquizogonal. En cuanto al estilete
y caracteres genitales masculinos, Melipona se asemeja al género del grupo africano. En la
biologia de anidacion, Melipona es Unico entre la tribu Meliponini en la crianza de
numerosas pequefias reinas en celdas. En todos los otros géneros solo unas pocas reinas son

producidas normalmente en celdas especiales de gran tamafio (Charles, 2000).

I. Melipona beecheii

Una de las especies mas apreciadas por su miel es M. beecheii, especie endémica de
abejas sin aguijon de Mesoamérica. Es la abeja mas importante en la meliponicultura de
Yucatan, se considera de facil manejo y es la abeja sin aguijon de mayor tamafio en la
Peninsula de Yucatan (Gonzélez, 2008). La longitud de su cuerpo es de 10-11 mm, presenta
en el toérax una vellosidad blanca, el abdomen es negro con cinco anillos transversales color
amarillo verdoso, la forma de su cuerpo es mas o menos redondeada y los 0jos son de un

color gris verdoso traslicido. EI macho es similar a la obrera (Charles, 2000).

Los dibujos amarillos del clipeo, area paraocular y la mancha oscura en el extremo

distal de la tibia posterior son muy variables. El area paraocular en los ejemplares de la
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Peninsula de Yucatan, es con frecuencia mas amarilla que en los ejemplares de localidades
un poco mas nortefias por la costa del Golfo de México o de la Costa del Pacifico. El color
del extremo distal de la tibia posterior es muy variable, pudiéndose encontrar en localidades
tan distantes como los Tuxtlas (Quezada, 2005). Su respuesta defensiva es baja ya que son
abejas de caracter ddcil, sus colonias pueden tener de 800 a 1,200 abejas. Habitan de forma
natural en parches de selva primaria. La entrada a su nido asemeja a la forma de un sol o
mas 0 menos radiada hasta simplemente redondeada hecha con resina, barro o fragmentos
de cal (Gonzalez, 2008).

3. Generalidades y la meliponicultura de abejas sin aguijén de Guatemala
Meliponicultura se le llama a la crianza de abejas nativas sin aguijén, para la
obtencion de distintos productos de las colmenas de las mismas, entre estos: miel, cera,
polen y propdleo. Guatemala cuenta con 33 especies de abejas nativas sin aguijon, desde 0
a 2,000 metros sobre el nivel del mar (msnm). Los campesinos utilizan principalmente la
miel de una gran cantidad de especies de meliponinos, atribuyéndole muchas propiedades
medicinales en particular para el tratamiento de enfermedades gastrointestinales,

oftalmoldgicas, dermatoldgicas, etc. (Dardon & Enriquez, 2008).

Al comparar la miel de los meliponinos con la miel producida por A. mellifera, se
encuentra que esta tiende a ser mas liquida, mas acida y su composicion no es idéntica, lo
cual puede marcar una diferencia en el efecto que puedan presentar sobre los
microorganismos (Enriquez, Yurrita, Ayala, & Marroquin, 2006).

Las especies mas importantes en cuanto a produccion de miel y de mayor
distribucion son: M. beecheii, Tetragonisca angustula, Scaptotrigona mexicana,
Scaptotrigona pectoralis y Geotrigona acapulconis (Enriquez & Solis, 2001).

La meliponicultura es una actividad antigua que fue practicado por los mayas en la
peninsula de Yucatan y en menor escala por los otros indigenas en las Ameéricas. En los
ultimos afios se ha perdido la mayor parte de los conocimientos indigenas debido a la
destruccion intencional de las abejas nativas, al lento declive de la practica e introduccion

de A. mellifera (Villanueva & Roubik, 2005).
18



El grupo de las abejas es muy diverso en todo el mundo. Los mayas criaban abejas
nativas sin aguijon, llegando a formar meliponarios con cientos de colmenas. Este grupo de
insectos esta formado por especies solitarias, parasitas y sociales. Las abejas sin aguijon

pertenecen al grupo de las abejas sociales (Enriquez, Maldonado, & Dardoén, 2007).

Las abejas nativas sin aguijon, pertenecientes a la sub-familia Meliponinae
(Hymenoptera: Apidae) son especies nativas de los tropicos y sub-trépicos. Presentan una
mayor diversidad en América Neotropical. Estas abejas elaboran miel, cera y otros
productos que pueden ser aprovechados tanto en el campo de la nutricion como en el de la
medicina. Otra caracteristica importante de los integrantes de este gran grupo es su
eficiencia como polinizadores de plantas silvestres y de cultivos. El tamafio de estas abejas

varia desde pequefias (2 mm) a grandes (13 mm) (Dardon, 2005).

Las dos especies de abejas sin aguijén de mayor importancia, al igual que en otras
regiones del pais son: M. beecheii que produce de 1.5 a 12 botellas y su precio varia de
Q.50.00 — Q.200.00 y T. angustula, que produce de 0.5 a 1 botella y su miel no es muy
comercializada en la region del Trifinio-El Portillo. Estas abejas son verdaderamente
sociales y almacenan su alimento (miel y polen) en un nido permanente, lo que ha
propiciado su crianza. Estas dos especies anidan en troncos ahuecados y se suelen encontrar

semi-domesticadas en los aleros de las casas (Enriquez, et al., 2005).

La abeja M. beecheii (“Criolla” o “Colmena Grande™) aln se mantiene en troncos de
algunas casas de comunidades rurales, reportado principalmente en regiones como Santa
Rosa y Chiguimula, en donde también suelen mantener colmenas de T. angustula
(“Doncellita”, “Chumelita” o “chumelo”) (Dardén, 2005). Las personas conservan
colmenas en sus casas, empleando la miel y otros productos de la colmena como alimento o
para el tratamiento de diversas afecciones. En especial la miel blanca, producida por M.
beecheii, la cual suele ser empleada para el tratamiento de diferentes afecciones
respiratorias, dermatologicas y gastrointestinales, entre otros ( Vit, Medina, & Enriquez,
2004).
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La miel de abejas varia debido a factores como el recurso floral disponible para la
obtencion de polen y néctar, area geogréafica y especie de abejas en cuestion y la miel de los
meliponinos presenta diversas caracteristicas particulares y diferentes a la miel de A.
mellifera (Molan, 1992).

4. Division de las regiones biogeograficas en Guatemala
La distribucion de las especies, en general esta determinada por diversos factores
fisicos como el clima, la vegetacion, la composicion y tipo de suelo, asi como por factores

ecoldgicos como la competencia y la disponibilidad de alimento (Zunino & Zullini, 2003).

Segun el trabajo realizado por Stuart, Campbell y Vannini, Guatemala se divide en
diez regiones naturales o areas bioticas los cuales son: Escuintleca, Petenera, Volcéanica,
Chimalteca, Cuchumatén, Serrana, Merendon, Zacapaneca, Queqchi y Trifinio—EI Portillo
(Ver anexo No. 1) (Stuart, 1942).

Stuart reporta que el area Petenera presenta la mayor diversidad de abeja sin aguijon
con 20 especies, seguida de las areas Escuintleca y Volcénica con 15 especies, el area
Chimalteca (13), el area Queqchi (12) y el area Serrana (11). Las 4 é&reas restantes

presentan menor diversidad (Marroquin, 2000).

a. Region Escuintleca
Incluye las Tierras Bajas del Pacifico, y entre 0 y 600 msnm, con vegetacion de

manglar, bosque tropical seco y bosque tropical lluvioso (Marroquin, 2000).

b. Region Petenera

Incluye las tierras bajas del Caribe, principalmente en los departamentos de Petén e
Izabal, con altitudes de 0-600 msnm, vegetacion predominante de bosque tropical lluvioso
(Marroquin, 2000).

C. Region Volcéanica
Incluye la region de pie de monte del pacifico y desciende hasta la provincia

escuintleca y hacia el norte estan todas las tierras altas del cinturdn volcanico del pais, entre
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600 y 4,000 m (conos volcanicos), con vegetacion predominante de bosques de coniferas en
las partes mas altas, bosques nubosos en las partes medias y cultivos de café en las partes

mas bajas (Armas, 2009).

d. Region Chimalteca

Incluye la regiébn nominada Meseta Central, ubicada en los departamentos de
Chimaltenango, Totonicapan, Santa Rosa, Escuintla, Guatemala, EI Quiché y partes de los
departamentos de Jalapa y Jutiapa. Hacia el sur esta limitada por los volcanes y al este los
limites estan regidos por los rios del Caribe. Se extiende desde la pared meridional de la
Sierra de los Cuchumatanes hasta Honduras. Esta provincia se caracteriza por depositos
igneos y contener cordilleras de origen no volcéanico. La vegetacion predominante es un

bosque algo seco de: Pinus-Quercus, con altitudes entre 1,500-2,500 m (Armas, 2009).

e. Region Cuchumatan

Incluye toda la Sierra de los Cuchumatanes entre 600 y 3,500 msnm, en el noreste
se une a la planicie de Chiapas y a la quecchiana, al sur a la chimalteca. Con vegetacion de
Pinus-Juniperus en las mayores alturas y Pinus-Quercus y bosques nubosos en alturas
medias (Cano, 1990).

f. Regidén Serrana

Incluye la Sierra de las Minas, Sierra de Chuacus y Cerro San Gil, con altitudes
entre 600 y 2,500 msnm y vegetacion de bosque nuboso en altitudes medias y altas, bosque
de Pinus-Quercus en altitudes medias y en el caso de Cerro San Gil, un tipo de bosque

entre tropical lluvioso y nuboso (Cano, 1990).

g. Region del Merendon

Incluye la Sierra del Merend6n y Sierra de Caral, en altitudes entre 800 y 1,200
msnm, con vegetacion de bosque nuboso y una mezcla de bosque nuboso y tropical
lluvioso. Estd comprendida luego de la Chimalteca hasta Honduras bajo la region
Zacapaneca (Armas, 2009).
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h. Region Zacapaneca
Incluye las tierras secas de Nenton y Cuilco en Huehuetenango, Sacapulas en El
Quiché, Salaméa en Baja Verapaz, y el valle del rio Motagua entre EIl progreso y Zacapa. La

vegetacion es tipica de bosque seco tropical y chaparrales espinosos (Cano, 1990).

I. Region Queqchi

Se encuentra en Alta Verapaz, incluyendo la Sierra de Santa Cruz y Sierra de
Chama, entre altitudes de 8,100 y 2,500 m, con cafetales y de bosques de Liquidambar y de
Pinus-Quercus en las partes medias y bosques nubosos en las partes medias y muy altas
(Cano, 1990).

j. Regidn Trifinio-El Portillo
Se localiza cerca de la frontera Guatemala-Honduras-El Salvador, con altitudes
entre 600 y 2,400 msnm, con topografia variada y vegetacion de bosque seco en las partes

bajas y bosques nubosos y de coniferas a altitudes de 1,400 msnm (Marroquin, 2000).
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V. JUSTIFICACION

El uso de la medicina natural ha tomado auge partiendo del hecho que gran parte de
la poblacion, especialmente el &rea rural recurre a esta como Unica fuente para resolver sus
problemas de salud. Debido a ello es importante evaluar a través de estudios
microbiologicos la actividad que se le atribuye a las mieles de Melipona beecheii, ya que en
Guatemala no existen aportes al conocimiento sobre la actividad antimicética de las
mismas. Hoy en dia los farmacos quimicos son de dificil adquisicion para un alto
porcentaje de personas por el elevado costo que poseen, por lo que se considera necesario
contar con opciones de menor costo, de facil preparacion, efectivas y sobre todo accesibles

a la poblacion.

Con este estudio se determiné la actividad antimicoética de estas mieles de la region
biogeografica Chimalteca con respecto a los afios, con la finalidad de emplearla en un
futuro como una alternativa medicinal de aplicacion topica que pueda actuar contra los
agentes causales de Tinea pedis tales como Trichophyton rubrum, Trichophyton

mentagrophytes y Epidermophyton floccosum en Guatemala.

Asimismo, la aplicabilidad de los resultados obtenidos se dirige fundamentalmente
para que los meliponicultores tengan nocion que su producto tiene un valor agregado, ya
que este es un pais con una diversidad de abejas en el que aln se desconoce el potencial que

pueden tener las especies nativas en beneficio de la poblacién.
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A

V. OBJETIVOS

Generales
Evaluar la actividad antimicética in vitro de las mieles de M. beecheii de la region

biogeografica Chimalteca de Guatemala.

Especificos

e Evaluar la presencia 0 ausencia de la actividad antimicoética in vitro de las
mieles de M. beecheii frente a Trichophyton rubrum, Trichophyton
mentagrophytes y Epidermophyton floccosum.

e Determinar la actividad antimicética in vitro de las mieles de M. beecheii
colectadas durante el periodo de 2004 a 2014.

e Comparar la actividad antimicética in vitro de las mieles de M. beecheii entre
los departamentos de Santa Rosa, EI Quiché, Jutiapa, Escuintla pertenecientes a

la region biogeogréafica Chimalteca.
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VI. HIPOTESIS

Las mieles de M. beecheii presentan actividad antimicotica in vitro frente a

Trichophyton rubrum, Trichophyton mentagrophytes y Epidermophyton floccosum.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo

Mieles de M. beecheii provenientes de los departamentos (Santa Rosa, El Quiché,
Jutiapa y Escuintla) correspondientes a la region biogeografica Chimalteca las cuales
fueron colectadas por meliponarios de dicha region y almacenadas en la Unidad para el
Conocimiento, Uso y Valoracion de la biodiversidad del Centro de Estudios
Conservacionistas (CECON). La extraccion del mismo se realizd durante el periodo de
2004 a 2014.

B. Muestra
Estudio constituido por 10 mieles de M. beecheii procedentes de la region
biogeografica Chimalteca.

C. Recursos

1. Humanos

Seminaristas:  Br. Evelin Yanira Valencia Velasquez
Perito Shirly Janet Sanabria Guillermo
. Asesores: Lic. Carlos Maldonado Aguilera

Lic. Manuel Diaz Paz

o Revisora: Licda. Maria Eugenia Paredes
2. Institucionales
o Unidad para el Conocimiento, Uso y Valoracién de la biodiversidad del Centro

de Estudios Conservacionistas (CECON).

° Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
D. Materiales

° Algodén

° Cuaderno
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Fosforos

Hojas de papel bond

Marcador permanente

Papel Parafilm

Papel Kraft para envolver y esterilizar
Regla graduada en milimetros
Lapicero

Hielera

Terbinafina

Equipo

Autoclave

Incubadora bacterioldgica (temperatura rango 24-35 °C)

Refrigeradora bacterioldgica
Homogenizador (Stomacher)

Campana bacterioldgica

Bafio mariaa 37 °C

Gradillas de metal

Microscopio

Balanza semianalitica y balanza analitica
Incinerador

Asas bacterioldgicas (en argolla y en punta)
Pipetores

Pipetas automaticas

Tips amarillos de 200 pl

Tips azules de 1,000 pl

Viales

Asas estériles calibradas de plastico
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Cristaleria
Agitador
Esparcidor de vidrio
Tubos de ensayo

Pipetas volumétricas

Cajas de petri estériles de 15x100 ml, plésticas o de vidrio.

Erlenmeyers de 500 ml

Erlenmeyers de 1,000 ml

Pipetas estériles de 1 ml con graduaciones de 0.01 ml
Pipetas estériles de 5 ml con graduaciones de 0.1 ml
Pipetas estériles de 10 ml con graduaciones de 0.1 ml
Beackers de 500 ml

Tubos con tapdn de rosca de 15 mL

Campanillas de durham

Medios de cultivo
Agar Saboraud
Agar PDA (Potatoe Dextrose Agar)

Reactivos
Agua destilada estéril
Alcohol 70%
Solucién salina estéril (NaCl 0.90%)

Azul de lactofenol
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l. Procedimiento

1. Origen de las muestras de miel

Se analiz6 10 muestras de miel de abeja sin aguijon provenientes de la region
biogeogréafica Chimalteca correspondientes a la abeja nativa M. beecheii las cuales fueron
colectadas por meliponarios de dicha region y almacenadas en la Unidad para el
Conocimiento, Uso y Valoracion de la biodiversidad del Centro de Estudios
Conservacionistas (CECON) (Ver figura No. 1). La extraccion del mismo se realiz6 durante
el periodo de 2004 a 2014. Posterior a la extraccion fue colocada en recipientes plasticos y
de vidrio con un tamafio adecuado al volumen extraido. Todas las muestras de miel fueron

conservadas en refrigeracion (4 °C) evitando la exposicion luminica.

Figura No. 1: Mieles de Melipona beecheii de diferentes departamentos de la region
biogeografica Chimalteca

Fuente: Imagenes tomadas durante el experimento (Valencia, E. & Sanabria, S.)

2. Preparacion de la miel
Las muestras que se encontraban cristalizadas y que contenian sedimentos se
colocaron en bafio maria durante 30 minutos no sobrepasando los 37 °C. Posteriormente se

dejaron enfriar a temperatura ambiente (Brady, Molan, & Harfoot, 1996).

Se diluy6 la muestra de miel con agua destilada estéril (%V/V): se agregd 1.2 ml de
miel y 0.3 ml de agua destilada al 80%, 0.9 ml de miel y 0.6 ml de agua destilada al 60%,
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0.6 ml de miel y 0.9 ml de agua destilada al 40% y 0.3 ml de miel con 1.2 ml de agua
destilada para preparar el 20% (Anyanwu, 2012).

3. Preparacion del in6culo para T. rubrum, T. mentagrophytes y E. floccosum

El inoculo se realiz6 a partir de un cultivo de 15 dias en tubo PDA (Potatoe
Dextrose Agar) a 27 °C. Luego se observé si habia un buen crecimiento para realizar una
suspension con 4-5 ml de solucion salina estéril (NaCl 0.90%). Se levantd cuidadosamente
con una varilla de vidrio todo el desarrollo del hongo, trasvasandolo a un tubo estéril
(National Comitte for Clinical Laboratory Standards, 2002) (Trevifio, et al., 2012) (Oladejo,
etal., 2013).

Se agitd bien por 5-10 minutos y luego se realiz6 el recuento en camara de
Neubauer estimando una concentracién de 1,000 esporas/ml 6 100 esporas/pL=1x10°
esp./mL (aproximadamente 10 esporas por cuadrante). Este material se coloc6 en viales
estériles a 4°C hasta el momento de su uso (Ortiz, 2006) (Lora, Lujan, Robles, Saravia, &
Cabeza, 2010).

4. Preparacion de medio de cultivo para hongos filamentosos
Se prepar0 cajas con 15 ml de agar Sabouraud (National Comitte for Clinical
Laboratory Standards, 2002).

Se esteriliz6 durante 15 minutos a 121 °C, se dej6 enfriar a 50 °C, se dejé solidificar
e incubar a 36 °C durante 24 horas para verificar esterilidad. Se guard6 en refrigeracion

hasta el momento de su uso.

5. Determinacion de actividad antimicética de T. rubrum, T. mentagrophytes, y E.
floccosum

Con una micropipeta de 1,000 ul se introdujo 100 pl del in6culo del hongo en las

cajas de agar Sabouraud suplementado y se extendié con un esparcidor de vidrio en

condiciones estériles. Se dejé secar de 3-5 minutos dejando la placa entreabierta. Para los

tres diferentes hongos se utilizé el mismo procedimiento (Anyanwu, 2012) (Oladejo, et al.,

2013) (Pokharkar, Funde, & Pingales, 2008).
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Se procedi6 a abrir 4 agujeros en las cajas de agar Sabouraud con campanillas de
Durham de 5 mm de diametro, en forma equidistante. Se tomo6 0.1 ml de las diferentes
concentraciones de miel previamente mencionadas y se le adicion6 a cada pocillo, haciendo

un total de cinco repeticiones. Se dejo reposar durante 5-10 minutos (Anyanwu, 2012).

Se incub6 a 27 °C por 7 dias T. rubrum y E. floccosum. Para T. mentagrophytes se

incubd a 27 °C por 3 dias.

Control positivo: Se inoculé el hongo en agar Sabouraud (15 ml) realizando el
mismo procedimiento de la determinacion antimicética colocando en los agujeros 0.1 ml de
Terbinafina para cada dermatofito como control positivo (Monroy, 2011) (Colella, 2006)
(Lora, Lujan, Robles, Saravia, & Cabeza, 2010)

Control negativo: Se inoculd el hongo al agar Sabouraud (15 ml) realizando el
mismo procedimiento de la determinacion antimicética colocando agua destilada estéril
como control negativo y asi se comprobo el crecimiento de los hongos en un término de 15
dias (Anyanwu, 2012) (Trevifio, et al., 2012) (Soto, Yoc, Guitiérrez, Arriola, & Arriola,
2012).

6. Interpretacion de los resultados
Se midio el didmetro del halo de inhibicion de la miel con respecto al crecimiento
del hongo en mm a los 7 dias para T. rubrum y E. floccosum. Para T. mentagrophytes se

midié el halo de inhibicion a los 3 dias (Lora, Lujan, Robles, Saravia, & Cabeza, 2010).

7. Disefio estadistico
Actividad antimicotica de mieles de M. beecheii sobre hongos causantes de Tinea
pedis.
Variedades de hongos: T. rubrum, T. mentagrophytes y E. floccosum
Tratamientos: 10 mieles de la abeja sin aguijon M. beecheii
Variable dependiente: Presencia o ausencia de actividad antimicotica.

Variable independiente: Region biogeografica
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Por conveniencia se tomo6 10 muestras de mieles recolectadas en el periodo 2004-
2014 de la region biogeografica Chimalteca por meliponarios de dichas regiones, dado que
son las Unicas que por su volumen es posible analizar. De la especie Melipona beecheii se

realiz6 un ensayo dicotémico.

a. Ensayo inhibitorio

Se realizd un tamizaje de actividad antimicotica de las mieles en una caja con 4 pozos
aleatorizados con las concentraciones evaluadas: 20, 40, 60 y 80%, realizando 5 réplicas
para cada miel y dermatofito. Una caja constituy6 un bloque por cada miel en un disefio de
bloques completos al azar.

b. Analisis

Debido a que la respuesta fue inhibicion o no, se evaludé por medio de una prueba de
hipotesis binomial. Para un nivel a= 0.05, este es el minimo de muestra para probar la
siguiente hipotesis:

Ho (Hipotesis nula): p=0.5 (no efecto)

Ha (Hipotesis alternativa): p > 0.5 (si efecto)
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VIll. RESULTADOS

1. Obtencion de muestras de mieles

Se seleccionaron diez muestras de miel, recolectadas en meliponarios durante el

periodo de 2004 al 2014 pertenecientes a la region biogeografica Chimalteca de Guatemala.

Las muestras estaban almacenadas en la Unidad para el Conocimiento, Uso y Valoracion de

la Biodiversidad del Centro de Estudios Conservacionistas (CECON). Todas las muestras

de miel empleadas fueron conservadas en refrigeracion (4 °C) evitando la exposicion

luminica (Ver cuadro No. 1).

Cuadro No. 1: Muestras de miel de Melipona beecheii colectadas en las distintas regiones

biogeograficas de Guatemala.

Especie: Region
No. de Melipona Caodigo Ao de Departamento bi e
; .. g iogeogréfica
mieles beecheii recoleccion
1 MB (CH) 103 2004 Santa Rosa Chimalteca
2 MB (CH) 104 2005 Santa Rosa Chimalteca
3 MB (CH) 47 2006 El Quiché Chimalteca
4 MB (CH) 106 2006 Jutiapa Chimalteca
5 MB (CH) 79 2007 Santa Rosa Chimalteca
6 MB (CH) 105 2009 Santa Rosa Chimalteca
7 MB (CH) 114 2010 Santa Rosa Chimalteca
8 MB (CH) 101 2011 Santa Rosa Chimalteca
9 MB (CH) 108 2011 Escuintla Chimalteca
10 MB (CH) 125 2014 Santa Rosa Chimalteca

Fuente: Unidad para el Conocimiento, Uso y Valoracion de la biodiversidad del Centro de

Estudios Conservacionistas (CECON). Universidad de San Carlos de Guatemala.
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2. Actividad antimicética in vitro

Para evaluar la presencia o ausencia de la actividad antimicética in vitro de 10 mieles de M. beecheii se realiz6 un bioensayo
contra tres dermatofitos a las concentraciones de 20, 40, 60 y 80% mostrando diferentes halos de inhibicion (Ver figura No. 1, 2 y 3).
Los datos obtenidos indican que la inhibicion del crecimiento de los dermatofitos fue observado a las siguientes concentraciones de las
mieles: T. mentagrophytes 20, 40, 60 y 80%, T. rubrum 40, 60 y 80%, E. floccosum en 60 y 80%. Solamente la miel colectada en el
departamento de El Quiché presentd inhibicion contra los tres dermatofitos. Asimismo, la miel que presentd el mayor halo de
inhibicidn en T. mentagrophytes pertenece al departamento de Escuintla, en T. rubrum fue Santa Rosa y en E. floccosum fue EI Quiché
(Ver cuadro No. 2).

Cuadro No. 2: Diametro de halos de inhibicién de actividad antimicética

Dermatofitos
Cadigo de T. mentagrophytes T. rubrum E. floccosum

muestra de Departamento Concentracién (%)

miel 20 40 60 80 20 40 60 80 20 40 60 80

Diametro de inhibicion (mm)

MB(CH) 47 El Quiché 0 6 7 8 0 4 7 8 9 7 0 0
MB(CH) 79 Santa Rosa 0 0 0 0 0 4 5 6 0 0 0 0
MB(CH) 101 Santa Rosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MB(CH) 103 Santa Rosa 0 5 6 8 0 10 13 15 0 0 0 0
MB(CH) 104 Santa Rosa 0 3 5 8 0 0 0 6 0 0 0 0
MB(CH) 105 Santa Rosa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MB(CH) 106 Jutiapa 2 3 4 6 0 0 8 9 0 0 0 0
MB(CH) 108 Escuintla 0 5 8 10 0 0 5 10 0 0 0 0
MB(CH) 114 Escuintla 0 0 3 5 0 5 10 14 0 0 0 0
MB(CH) 125 Santa Rosa 0 0 0 0 0 0 5 7 0 0 0 0

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio.
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Tamizaje de diez mieles contra T. mentagrophytes: durante 3 dias de incubacion a
las concentraciones de 20, 40, 60 y 80% presentando diferentes halos de inhibicion (mm)
(Ver figura 2,A- J). Se utilizé como control positivo terbinafina en donde se pudo observar
que fueron inhibidos a 150 pg/ml. Los resultados del control indican que todos los hongos

en su fase miceliar fueron significativamente susceptibles (Ver figura 2,K).

Figura No. 2: Halos de inhibicion de diez mieles de M. beecheii contra T. mentagrophytes

Fuente: Imagenes tomadas durante el experimento (Valencia, E. & Sanabria, S.)
A. MB(CH) 47 B. MB(CH) 79 C. MB(CH) 101 D. MB(CH) 103 E. MB(CH) 104 F.
MB(CH) 105 G. MB(CH) 106 H. MB(CH) 108 I. MB(CH) 114 J. MB(CH) 125 K.

Control positivo.
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Tamizaje de diez mieles contra T. rubrum: durante 7 dias de incubacion a las
concentraciones de 20, 40, 60 y 80% en donde se observé que ocho muestras presentaron
inhibicion (Ver figura 3,A- J). Se utiliz6 como control positivo terbinafina en donde se
pudo observar que fueron inhibidos a 150 pg/ml. Los resultados del control indican que
todos los hongos en su fase miceliar fueron significativamente susceptibles (Ver figura
3,K).

Figura No. 3: Halos de inhibicion de diez mieles de M. beecheii contra T. rubrum

Fuente: Imagenes tomadas durante el experimento (Valencia, E. & Sanabria, S.)
A. MB(CH) 47 B. MB(CH) 79 C. MB(CH) 101 D. MB(CH) 103 E. MB(CH) 104 F.
MB(CH) 105 G. MB(CH) 106 H. MB(CH) 108 I. MB(CH) 114 J. MB(CH) 125 K.
Control positivo.
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Tamizaje de diez mieles contra E. floccosum: a las concentraciones de 20, 40, 60 y
80% donde se demostré que a los siete dias de incubacion no hubo actividad inhibitoria
excepto una muestra cémo se puede observar en la figura No. 4,A. Se utiliz6 como control
positivo, terbinafina en donde se pudo observar que fueron inhibidos a 150 pg/ml. Los
resultados del control indican que todos los hongos en su fase miceliar fueron

significativamente susceptibles (Ver figura 4,K).

Figura No. 4: Halos de inhibicion de diez mieles de M. beecheii contra E. floccosum

Fuente: Imagenes tomadas durante el experimento (Valencia, E. & Sanabria, S.)

A. MB(CH) 47 B. MB(CH) 79 C. MB(CH) 101 D. MB(CH) 103 E. MB(CH) 104 F.
MB(CH) 105 G. MB(CH) 106 H. MB(CH) 108 I. MB(CH) 114 J. MB(CH) 125 K.
Control positivo.
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3. Comparacion de la actividad antimicética in vitro contra T. mentagrophytes y
T. rubrum

En la comparacion de la actividad antimicotica de las mieles entre departamentos
contra T. mentagrophytes, la muestra proveniente del departamento de EIl Quiche fue el que
presento en promedio mayores halos de inhibicién a todas las concentraciones, seguido de
Santa Rosa. Las muestras que presentaron en promedio mayores halos de inhibicion en T.
rubrum a la concentracion de 80% fue Escuintla, al 60% Jutiapa y al 40% EI Quiché (Ver
cuadro No. 3y Gréafica No. 1y 2).

Cuadro No. 3: Promedios de diametro de halos de inhibicién a diferentes concentraciones

de T. mentagrophytes y T. rubrum

Dermatofitos
T. mentagrophytes T. rubrum
Departamentos Concentracion (%)
40 60 80 40 60 80
Promedio de diametros (mm)

El Quiché 6 7 8 4 7 8
Santa Rosa 4 5.5 8 3.5 5.7 8.5
Escuintla 25 55 7.5 2.5 7.5 12
Jutiapa 3 4 6 0 8 9

Fuente: Datos experimentales obtenidos en el laboratorio.
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Grafica No. 1: Promedios de diametro de halos de inhibicion a diferentes concentraciones

contra T. mentagrophytes
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el programa Excel 2010

Gréfica No. 2: Promedios de didmetro de halos de inhibicién a diferentes

concentraciones contra T. rubrum
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Fuente: Datos experimentales obtenidos en el programa Excel 2010
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4. Porcentaje de dermatofitos sensibles y no sensibles a las mieles de M. beecheii
En T. rubrum se determin6 que el 47.5% de las muestras de mieles presentaron
inhibicion, en T. mentagrophytes el 45% y en E. floccosum el 5% (Ver gréfica No. 3).

Gréafica No. 3: Porcentaje de dermatofitos sensibles y no sensibles

B Dermatofitos sensibles (%) Dermatofitos no sensibles (%)
95
52.5 55
47.5 45
5
|
T. rubrum T. mentagrophytes E. floccosum

Fuente: Datos obtenidos en el programa JMP.
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5. Significancia de resultados

Para determinar la significancia se hizo una comparacion de halos de inhibicion
contra T. mentagrophytes se obtuvo que existe diferencia significativa y no existe
diferencia significativa para T. rubrum a las concentraciones evaluadas de 40, 60 y 80%
(Ver cuadro No.4).

Cuadro No. 4: Anélisis de varianza de T. mentagrophytes y T. rubrum

Dermatofito DF F Ratio Probabilidad  Probabilidad > F
T. mentagrophytes 2 4.7998 0.0259 Significativo
T. rubrum 2 1.7821 0.2001 No significativo

Fuente: Datos obtenidos por medio del programa. JMP.

De acuerdo a la prueba de Tukey- Kramer HSD para T. mentagrophytes existe
diferencia significativa solo entre las concentraciones de 80% y 40%. Entre 80% - 60% y
60% - 40% no existe diferencia significativa. Cabe mencionar que no se realizo la prueba
de Tukey en T. rubrum ya que de 40 pruebas no hubo relacion entre los halos de inhibicién
por lo tanto se necesitaria de mas muestras para tener buena representatividad de los

resultados (Ver cuadro No. 5).

Cuadro No. 5: Prueba de Tukey en T. mentagrophytes (Q 2.61728, a 0.05)

Concentraciones Conclusién
Valor p
(%) (p<0.05)
80y 40 0.0233* Significativo
80y 60 0.1382 No significativo
60y 40 0.5460 No significativo

Fuente: Datos obtenidos por medio del programa. JMP.

DF: Grados de libertad Q: Puntos porcentuales de la distribucién del rango estudentizado
o: Alpha (nivel de significancia prefijado) F Ratio: Distribucion F (Fisher) o valor critico.

p-Value: valor de P F: Estadistico calculado

P: Probabilidad Significancia (o): 0.05 %

Pearson Chi-Square: Andlisis de contingencia
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De acuerdo a la prueba de Chi cuadrado se obtuvo que la inhibicion de T. rubrum si se
relaciona con la concentracion de miel y la inhibicion de T. mentagrophytes y E. floccosum
no se relaciona (Ver cuadro No. 6).

Cuadro No. 6: Analisis de contingencia de la presencia o ausencia de inhibicion entre

concentraciones de miel

. Pearson Pearson _
Dermatofito DF ] ) Prob > ChiSq
Chi-Square Prob > ChiSq
T. mentagrophytes 3 6.869 0.0762 No significativo
T. rubrum 3 15.539 0.0014* Significativo
E. floccosum 3 2.105 0.5508 No significativo

Fuente: Datos obtenidos por medio del programa. JMP.

De acuerdo a los datos obtenidos se obtuvo que T. mentagrophytes se ajusta mas al
modelo de regresién debido a la existencia de una correlaciéon significativa de las
concentraciones de la miel y los halos de inhibicién, por lo tanto, fue el Unico con
diferencia significativa. Para E. floccosum no se pudo hacer analisis de regresion por
presentar pocos datos con presencia de halos de inhibicion (Ver cuadro No. 7).

Cuadro No. 7: Regresion lineal, anélisis bivariante entre los halos de inhibicion y las

concentraciones.

Dermatofitos DF  FRatio Prob R Prob > F
T. mentagrophytes 1 15.7781  0.0011* 0.496509 Significativo
T. rubrum 1 3.7869 0.0684  0.182176 No significativo

Fuente: Datos obtenidos por medio del programa. JMP.

DF: Grados de libertad F ratio: Distribucion F (Fisher) o valor critico. R: Regresion lineal

F: Estadistico calculado Pro: Probabilidad
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos después de haber realizado la evaluacion de la actividad
antimicdtica in vitro de mieles de M. beecheii de la region biogeografica Chimalteca de
Guatemala a las concentraciones de 20, 40, 60 y 80% mostraron diferentes halos de
inhibicion y estos concuerdan con los reportados por Mervat y EI-Gendy en 2010, donde
evallan la actividad antimicotica por medio de la técnica de difusion de agar demostrando
que todas las muestras de miel a una concentracion de 50, 100, 200 y 500 ug/ml inhibieron

el crecimiento de algunos dermatofitos a diferentes grados.

De 10 muestras de mieles evaluadas, se determind que la mayor sensibilidad in vitro
alcanzada por los tres dermatofitos fue 47.5% para T. rubrum, 45% para T. mentagrophytes
y 5% para E. floccosum. Estos datos son similares a los obtenidos en otro estudio en donde
evalUan la miel de Leptospermum scoparium (Manuka) y se evidencia mayor sensibilidad
contra T. rubrum y menor contra T. mentagrophytes. Cabe mencionar otro estudio de
Mervat y EI-Gendy (2010) en donde a una concentracion de 100 pg/ml la miel de Citrus
reticulata (flor de mandarina) exhibié potente actividad antimicética contra especies de
Trichophyton con halos de inhibicion entre 22 y 35 mm de diametro lo que indica que los
didmetros de inhibicion de M. beecheii son cercanos con valores de 15 mm (Brady, Molan,
& Harfoot, 1996).

En nuestro estudio solamente una miel presenté actividad contra E. floccosum vy las
demés fueron resistentes esto coincide con el estudio de Mervat y El-Gendy (2010) en
donde la miel de Citrus reticulata fue resistente contra especies de Epidermophyton a
diferencia de otras mieles de Cassia y Ziziphus las cuales fueron sensibles obteniendo
diametros de 16 y 29 mm. La baja susceptibilidad de algunos de los organismos de prueba a
las muestras de miel podria ser debida a varios factores que pueden influir en la actividad
antimicética tales como sus propiedades fisico-quimicas, componentes incluyendo acidos
fenodlicos, flavonoides y otras biomoléculas, en diferentes tipos de miel, el origen botanico

y entomoldgico de las abejas (Demera & Angert, 2004).
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También cabe mencionar que Brady, Molan & Harfoot, (1996) determinaron al 20%
halos de 1 mm de didmetro para T. mentagrophytes y en nuestro estudio se obtuvo halos de
20 mm a la misma concentracion. Con esto se evidencia que a esa concentracion la miel de

Melipona beecheii presenta mayor halo de inhibicion comparada a la miel de Manuka.

Se utilizé el antimicético sintético como control positivo para el estudio, terbinafina
para los dermatofitos en donde se pudo observar que los tres se vieron inhibidos a 150
pg/ml. Los resultados del control sintético obtenidos indican que todos los hongos en su

fase miceliar fueron significativamente susceptibles.

Las mieles evaluadas presentaron diferentes niveles de inhibicion entre
departamentos pertenecientes a la region Chimalteca los cuales correlacionan con los
obtenidos por Gheldof, Wang & Engeseth, (2002) en donde indican que al evaluar la
actividad antimicdtica de las mieles de diferentes regiones biogeograficas de Nigeria contra
aislados fungicos presentaron varios niveles de inhibicién a diferentes concentraciones (20,
40, 60, 80 y 100%) debido a los diferentes origenes botanicos y esta fue directamente
proporcional a la concentracion de la miel (Anyanwu, 2012). El color de la miel también se
ve implicado a las plantas que las abejas visitan para recolectar el néctar ya que presentan
un color &mbar con alta luminosidad (verde-amarilla) debido a las pequefias cantidades de
pigmentos (carotenoides, clorofila y xantofila) que establecen la diferencia entre una miel

clara y otra oscura (Suescun & Vit, 2008).

La capacidad de las muestras de mieles de inhibir el crecimiento de varias especies
de hongos es un indice de ser un potencial antimicético de amplio espectro que lo convierte
en un candidato para la aplicacion como un agente antimicético. Se han encontrado y
documentado cientos de sustancias bioactivas en las mieles de Melipona en diferentes
paises (Oddo, et al., 2008) (Oliveira, Sarkis, Gracas, & Alves, 2012) (Silva, Santos,
Rodrigues, Silva, & Novais, 2013). Entre estos compuestos con actividad bioldgica se
encuentran los flavonoides, las enzimas glucosa oxidasa y catalasa, que han recibido una
atencion especial de grupos de investigacion debido a su rol en la prevencién de

enfermedades asociadas con el estrés oxidativo (Aljadi & kamaruddin, 2004).
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La actividad biolégica de la miel se atribuye principalmente a los compuestos
fendlicos que se ha relacionado con su capacidad antimicrobiana para desnaturalizar
proteinas (Estevinho, Pereira, Moreira, Dias, & Pereira, 2008).

El conocimiento de los flavonoides y el contenido de los compuestos fendlicos en
mieles de diversos climas, es importante para futuras investigaciones no solo por ser un
marcador de origen floral sino también un indicador potencial de su capacidad bioldgica ya
que su composicion y naturaleza en diversas areas geograficas (Europa, Norteamérica,
Regiones ecuatoriales, Sudameérica, China y Australia (Tomas, Martos, Ferreres, Radovic,
& Anklam, 2001) se ha observado que derivados de flavonoides de polen-néctar son los
componentes principales (Montenegro, et al., 2003). Cientos de sustancias bioctivas han
sido ya encontradas en mieles de especies de Melipona en diferentes paises por lo que
podria considerarse su estudio en Guatemala (Oddo, et al., 2008) (Oliveira, Sarkis, Gracas,
& Alves, 2012) (Silva, Santos, Rodrigues, Silva, & Novais, 2013).

Una de las limitaciones que sobresale en este estudio es que no se contd con
muestras de mieles suficientes de la especie en estudio y tampoco existen estudios
relacionados con las especies de hongos por lo que no se puede llegar a un resultado

concreto, por lo que podria considerarse en futuras investigaciones.

Con la finalidad de detectar si hay o no diferencia significativa entre halos de
inhibicidn de la miel contra los tres dermatofitos se realiz6 un analisis de varianza y en base
a los resultados se determina que existe diferencia significativa entre el halo de inhibicion
de la miel contra T. mentagrophytes con respecto a las concentraciones evaluadas.
Posteriormente se realizd la prueba de Tukey comparando entre pares de concentraciones

donde se obtuvo diferencia significativa entre 80 y 40%.
De acuerdo al analisis de regresion si existe una correlacion significativa entre la

concentracion de miel y el halo de inhibicion contra T. mentagrophytes. Para T. rubrum no

existe una correlacion significativa entre la concentracion de miel y el halo de inhibicion.
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Para E. floccosum no se puede hacer analisis de regresion por tener pocos datos del halo de

inhibicion.
De acuerdo a los resultados obtenidos seria conveniente seguir trabajando con las

mismas mieles para evaluar su actividad contra otros hongos que producen enfermedades

de importancia en el pais.
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X. CONCLUSIONES

1. Las mieles de M. beecheii si presentan actividad antimicotica al ser aplicadas a T.
rubrum T. mentagrophytes y E. floccosum a las concentraciones de 20, 40, 60 y 80%
obteniendo que la concentracion maxima de inhibicién contra T. mentagrophytes fue de
10 mm.

2. Se pudo demostrar que la mayor sensibilidad in vitro alcanzada por los tres
dermatofitos fue con T. rubrum (47.5%), seguida por T. mentagrophytes (45%) y E.
floccosum (5%); del cual solamente la miel del departamento de ElI Quiché presento
consistencia con el grado de inhibicion hasta cierto umbral contra los tres dermatofitos,

siendo este el Unico que presentd inhibicion contra E. floccosum.
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Xl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios para conocer a profundidad los componentes que presentan actividad
bioldgica especifica, su asociacion al origen biogeografico y la concentracion minima
inhibitoria de cada miel.

Realizar una comparacion de mieles con relacion a los afios y su origen botanico.
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X1, ANEXOS

Anexo No. 1: Mapa de las areas Bidticas de Guatemala. Modificado en parte de Stuart
(1942), Campbell y Vannini (1989) y Schuster (1985)
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Anexo 2: Caracteristicas microscépicas de los dermatofitos

Género Trichophyton
Microconidios
oy
082 T. tonsurans
.‘Q
Microconidios redondos %‘
en racimos
e “‘Qu;
Hifas en zarcillos /X\(
y tirabuzén
T. schoenleinii
T. violaceum
Macroconidios

en mazo

E. floccosum

Micol. 2001

Fuente: Imagen tomado de Cabafies F.: Identificacion de hongos dermatofitos. Rev Iberoam
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