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RESUMEN

Objetivo: Comparar el efecto antibacteriano in vitro de dos muestras de miel de Apis

mellifera frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materiales y métodos: Estudio experimental, cuantitativo, explicativo y transversal.
Las muestras de miel procedente Junin y Ayacucho se sometieron a las pruebas de
solubilidad, tamizaje fitoquimico segun Olga Lock, asi como la prueba de difusién en
pozos, a las concentraciones de 100 %, 50 % y 20 % frente a ciprofloxacino de 5 ug

(control positivo) y agua destilada (control negativo).

Resultados: En la prueba de solubilidad, ambas muestras se disolvieron en
solventes polares, mientras que en el tamizaje fitoquimico se identificaron alcaloides,
saponinas Yy lactonas a, B insaturadas como principales metabolitos secundarios y
azucares como metabolitos primarios, finalmente en el ensayo microbioldgico las
concentraciones al 100 % presentaron una media de sus halos de inhibicion de
17,468 mm = 0,027 mm y 20,184 mm = 0,011 mm, frente a Staphylococcus aureus
ATCC 25923, para las muestras de Junin y Ayacucho, respectivamente. Las
técnicas estadisticas determinaron que existe diferencia significativa entre cada

grupo experimental, a pesar de que ninguno de estos fue superior al control positivo.

Conclusion: Las dos muestras de miel de A. mellifera presentan efecto
antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, pero

la muestra de Ayacucho es ligeramente superior.

Palabras clave: Efecto antibacteriano, miel de Apis mellifera, Staphylococcus

aureus, tamizaje fitoquimico, in vitro.



ABSTRACT

Objective: To compare in vitro antibacterial effect of two Apis mellifera honey

samples against Staphylococcus aureus ATCC 25923 strains.

Materials and methods: Experimental, quantitative, explanatory and cross-sectional
study. Honey samples from Junin and Ayacucho were subjected to solubility tests,
phytochemical screening according to Olga Lock, as well as the diffusion test in
wells, at concentrations of 100 %, 50 % and 20 % against 5 ug ciprofloxacin (positive

control) and distilled water (negative control).

Results: In the solubility test, both samples were dissolved in polar solvents, while in
the phytochemical screening alkaloids, saponins and a,B-unsaturated lactones were
identified as main secondary metabolites and sugars as primary metabolites, Finally,
in the microbiological test, the concentrations at 100 % showed an average of their
inhibition halos of 17.468 mm + 0.027 mm and 20.184 mm = 0.011 mm, against
Staphylococcus aureus ATCC 25923, for the samples from Junin and Ayacucho,
respectively. Statistical techniques determined that there is a significant difference
between each experimental group, although none of them was superior to the

positive control.

Conclusion: Both samples of A. mellifera honey show in vitro antibacterial effect
against Staphylococcus aureus ATCC 25923 strains, but the sample from Ayacucho

is slightly superior.

Key word: Antibacterial effect, Apis mellifera honey, Staphylococcus aureus,

phytochemical screening



|. INTRODUCCION

Las infecciones del tracto respiratorio son patologias que afectan las vias aéreas
del ser humano, estas representan un problema sanitario global por su
complejidad en el tratamiento y los altos indices de morbimortalidad, los
principales agentes etiol6gicos son microorganismos tales como virus y bacterias,
principalmente (1). A pesar que los virus son la principal causa en el 80 % de los
casos, las infecciones de origen bacteriano resaltan porque afectan a grupos
vulnerables de la poblacién y ademas producen un alto porcentaje de muertes por
afo (2). Entre los agentes bacterianos mas comunes se encuentra Bordetella
pertussis, asi como Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus (3). Esta
bacteria presenta factores de virulencia capaces de producir enfermedades como
la neumonia (4), afecta principalmente a pacientes ancianos, inmunodeprimidos o
gue presentan enfermedades cronicas como diabetes mellitus (5). Por otro lado,
aparece como una coinfeccién en patologias de origen viral como en el caso de la
influenza, complicando mas audn el tratamiento farmacoldgico (6). Para la (OMS)
es un patogeno prioritario para la busqueda de nuevos antibioticos (7). En cuanto
a su epidemiologia es responsable de causar el 9 % y 23 % de los casos de
neumonia comunitaria e intrahospitalaria, respectivamente (8), en la Union
Europea representa el 23 % de los casos y en Estados Unidos es el principal
agente causal de neumonia con un indice mayor al 30 % y provocé mas de 9000
muertes en el 2014(9-11). En paises asiaticos como Malasia su prevalencia
oscila entre el 17 y 28 % (12). En el Perq, durante finales de la década de los 90,
esta bacteria fue una de las principales en afectar a pacientes pediatricos (13), en
el afio 2021 un estudio realizado en un nosocomio de Lima, hallo que de 367
muestras de secreciones en pacientes hospitalizados en mas del 40 % se aislo a
esta bacteria (14), mientras que en un hospital de la ciudad de Piura su
prevalencia fue del 82 %, afectando también al personal de salud (15). Tal como
se ha descrito, la alta prevalencia de este agente patdégeno se debe
principalmente a la resistencia contra los antibidticos que presenta (16), esta es
una caracteristica que causa demasiada preocupacioén en las autoridades de
salud a nivel mundial, ya que complica la eficacia del tratamiento antibiético en las

patologias respiratorias, lo que afecta con mayor fuerza a los pacientes internados
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en hospitales debido a que muchos de ellos se encuentran con ventilacion
mecanica y esto representa un alto riesgo de contraer neumonia, shock séptico,

entre otras infecciones provocadas por S. aureus (17).

Ante tal situacion, la OMS ha sugerido una serie de acciones coordinadas para
detener el avance de la resistencia contra los antibidticos, una de ellas es la
busqueda cientifica de nuevas sustancias antimicrobianas, que se pueden hallar
en los productos naturales (18), tales como la flora de Perud, asi como otros
recursos como la miel, la cual es un producto con mayor acceso a toda la

poblacion de los diferentes sectores del pais.
En la presente investigacion el problema general es:

e ¢ Existe diferencia del efecto antibacteriano in vitro de las dos muestras de
miel de Apis mellifera frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
259237

En la presenta investigacion cuenta con las siguientes preguntas secundarias:

= ¢;Qué tipos de constituyentes gquimicos organicos son responsables del
efecto antibacteriano in vitro de las dos muestras de miel de Apis mellifera?

= ¢ A qué concentracion las muestras de miel de Apis mellifera presentaran
efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 259237

= ¢ Cual sera el efecto antibacteriano in vitro de las muestras de miel de Apis
mellifera en comparacion con ciprofloxacino 5 pg frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 259237

La miel es un alimento viscoso elaborado por las abejas que recolectan el néctar
de las flores, este producto les sirve como una fuente energética que pueden
almacenar en sus panales (19). Este alimento esta constituido principalmente por
carbohidratos tales como fructosa, glucosa, sacarosa, maltosa, entre otros
azucares. Ademas, presentan en menor cantidad aminoacidos, compuestos
aromaticos, vitaminas, minerales, lipidos, carotenoides y compuestos fendlicos
como los flavonoides (20,21). Por otro lado, se le conoce por presentar una
variedad de propiedades farmacoldgicas como antibacteriano, antiinflamatorio y

antioxidante (22). En Perd, segun el ministerio de agricultura y riego, los
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departamentos con mayor produccién son Apurimac, Cajamarca, Cusco, Junin,
La libertad y Lima, pero ademas hay otras provincias como Ayacucho que estan
empezando a aumentar su produccién en apicultura (23). En cuanto a la
capacidad antimicrobiana de la miel, este producto ha demostrado inhibir el
crecimiento de microorganismos evitando su diseminacion sobre heridas, esto se
deberia a una serie de factores como la presion osmatica, el pH éacido y los
compuestos quimicos que presenta como los fenoles, estos al actuar en
sinergismo reducen la capacidad de que los microorganismos generen resistencia

contra la miel por lo cual resultan muy eficaces como antibioticoterapia (24).

Staphylococcus aureus, es una procariota grampositiva que en los medios de
cultivo presenta coloracion dorada debido a la presencia de un pigmento
denominado estafiloxantina el cual le brinda proteccion contra las células de
defensa, es un microorganismo inmovil, catalasa positiva, anaerobia facultativa y
no formadora de esporas; puede crecer en 6ptimas condiciones a temperaturas
que oscilan entre 35 y 40°C, asi como en ambientes con un 25 % de sal (25). Su
morfologia esta compuesta por una capsula que le brinda proteccién de la
fagocitosis, una pared celular y proteinas de superficie que le permiten colonizar
tejidos, algunas de ellas son la proteina de union a fibrindgeno, proteina A, etc.
Ademés de contar con exotoxinas como la del sindrome de Shock toxico,
enterotoxinas y alfa toxina, los cuales a su vez son sus factores de virulencia lo
gue le permite producir diferentes patologias en el ser humano (26,27). Las
manifestaciones mas comunes que produce esta bacteria son la bacteriemia, que
es la llegada de la bacteria al torrente sanguineo, infecciones dérmicas y de
tejidos blandos como el impétigo, mastitis, fascitis necrotizante, etc., infecciones
osteoarticulares como la osteomielitis y la artritis séptica, endocarditis e
infecciones respiratorias como la neumonia, por otro lado, esta bacteria también
puede generar enfermedades mediante sus toxinas como intoxicacion alimentaria,

entre otras (26).
Entre los antecedentes internacionales se encuentran las investigaciones de:

Gregorio A, et al. (2021), en su investigacion realizada en Brasil, evaluaron el
potencial antibacteriano de diferentes muestras de miel de A. mellifera

provenientes de Parana frente a diferentes patdgenos incluido Staphylococcus



aureus, para ello utilizaron la técnica de dilucién de caldo ademas de analisis
fitoquimico de las muestras. Como principales resultados hallaron flavonoides
principalmente, en cuanto a su efecto antibacteriano S. aureus fue muy sensible
ante todas las muestras de miel a comparacién de otras bacterias. Concluyendo

gue todas las muestras presentan potencial antibacteriano (28).

Valle Y, Méndez G, Suarez B (2019), en su investigacion realizada en Nicaragua,
analizaron la propiedad antibacteriana de la miel de A. mellifera frente a
microorganismos gramnegativos y grampositivos, como meétodos utilizaron la
técnica de Kirby y Bauer y concentracion minima inhibitoria (CMI). En sus
resultados hallaron que S. aureus fue una de las bacterias mas susceptibles con
una CMI de 75 g/mL. Concluyendo que la miel representa un producto adecuado

para enfrentar infecciones por esta bacteria (29).

Vica M, et al. (2021), en su investigacion realizada en Rumania, evaluaron la
propiedad antibacteriana de la miel de Apis mellifera frente a patdégenos de
importancia clinica en comparacion con ciprofloxacino, utilizando el método de
difusién en agar. Como resultado, la muestra de S. aureus mostroé un halo de 18
mm y P. aureginosa uno de 17 mm. Concluyendo que la miel puede inhibir el

crecimiento bacteriano (30).
Los antecedentes nacionales pertenecen a los estudios de:

Bellido M (2018), en su tesis elaborada en Lima, determin6é la propiedad
antibacteriana de la miel de Apis mellifera, frente a S. pneumoniae, utilizando la
técnica de difusion en agar, las diluciones se prepararon a las concentraciones de
25, 50 y 75 % de miel. En los resultados hallo valores de 8; 9.3 y 17.3 mm para
las concentraciones de 25, 50 y 75 % respectivamente. Concluyendo que

concentraciones superiores al 50 % de miel presentan efecto antibacteriano (31).

Vélez L, Zambrano J (2018), en su estudio realizado en Lambayeque, analizaron
la propiedad antibacteriana de la miel de A. mellifera frente a S. aureus y E. coli,
para ello trabajaron con concentraciones de 100 y 50 %. En sus resultados ambas
bacterias fueron susceptibles para dichas concentraciones, siendo S. aureus el
microorganismo mas sensible. Confirmando asi el efecto antibacteriano frente a

estos dos microorganismos (32).



Silva C, Valenzuela R y Portocarrero M (2018), en su investigacion realizada en
Lambayeque, compararon la capacidad antibacteriana de tres muestras de miel
de A. mellifera, provenientes de diferentes regiones del Peru sobre Streptococcus
mutans, mediante la técnica de difusion en pozo a las concentraciones de 100, 50
y 25 %. Como resultados obtuvieron que las concentraciones al 100 y 50 % de las
muestras de la sierra obtuvieron los valores mas altos, concluyendo que estas

muestras tienen mayor potencial a comparacion de las demas regiones (33).

La justificacion de la investigacion sera brindar conocimiento etnofarmacolégico y
fitoquimico sobre la miel de A. mellifera producida en Perq, las cuales, debido a
diferencias ambientales y climéaticas como el clima, humedad, radiacion solar,
entre otros; pueden influir en diferencias como la presencia de fitoconstituyentes
los cuales son los responsables de ejercer la accion terapéutica (34), en este caso
el efecto antibacteriano. Dicha informacién sera fundamental para poblacion que
no cuenta con un adecuado acceso a los servicios médicos debido a factores
socioecondmicos. Por otro lado, también se pretende hallar una nueva alternativa
terapéutica de facil acceso para el tratamiento de patologias originadas por
Staphylococcus aureus, ya que segun datos del Ministerio de Salud es un
microorganismo con una prevalencia importante en el Peru (35), otra razén es
disminuir la capacidad de que esta bacteria se vuelva resistente a los antibioticos,
puesto que este fenbmeno no solo genera graves consecuencias en el sector de
la salud, sino que también afecta la economia de un pais al incrementar los
costos por atencion médica (36). Es por estas razones que se debe seguir
investigando y difundiendo informacion cientifica sobre este producto natural, del
cual mas adelante se podria obtener una nueva gama de moléculas con
propiedades antimicrobianas. Por ultimo, los datos de los ensayos microbiolégicos
y fitoquimicos se obtendran a partir de metodologias previamente utilizadas en

otros estudios, los cuales han mostrado resultados de gran impacto y confiables.

El objetivo general fue comparar el efecto antibacteriano in vitro de dos muestras

de miel de Apis mellifera frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.



Los objetivos secundarios son:

Identificar los constituyentes quimicos organicos responsables del efecto
antibacteriano in vitro de las dos muestras de miel de Apis mellifera.
Precisar a qué concentracion las muestras de miel de Apis mellifera
presentaran efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Comparar el efecto antibacteriano in vitro de las muestras de miel de Apis
mellifera con ciprofloxacino de 5 pg. frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

La hipotesis general es: Las dos muestras de miel de Apis mellifera tienen el

mismo efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Las hipdtesis secundarias seran las siguientes:

Las dos muestras de miel de Apis mellifera tienen constituyentes quimicos
organicos responsables del efecto antibacteriano in vitro.

Las muestras de miel de Apis mellifera poseen efecto antibacteriano in vitro
a mayor concentracion frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

El efecto antibacteriano in vitro de las muestras de miel de Apis mellifera es
significativamente mayor comparado con ciprofloxacino 5 pg frente a cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923.



Il. MATERIALES Y METODOS

II.1. Enfoque y disefio de la investigacion

Cuantitativo porque se utilizaron técnicas estadisticas y numéricas para analizar y
medir los datos (37). Experimental debido a que las investigadoras manipularon
las variables propuestas, explicativo porque brindé una posible causa para los
eventos observados (37,38), y ademas transversal porque los datos se obtuvieron

en un momento unico (38).

[I.2. Poblacién, muestray muestreo
Poblacion

La poblacién vegetal estuvo conformada dos muestras de 1 kg de miel de A.
mellifera. La primera muestra procede del departamento de Ayacucho, provincia
de Cangallo, distrito de Tottos, con coordenadas 13°33'54"S, 74°31'22"W. La
segunda muestra se recolectd en el departamento de Junin, provincia de Satipo,
distrito de Rio Negro, con coordenadas 11°12'32"S 74°39'24"W.

La poblaciéon microbiologica consistiéo en cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923.
Muestra

Ambas muestras estuvieron conformadas por 100 mg de miel.

La muestra microbioldgica consistié en 10 placas petri con Staphylococcus aureus
ATCC 25923.

Criterios de inclusion:
= Miel elaborada Unicamente por la abeja de la especie Apis mellifera

Criterios de exclusion:
= Miel con restos de abejas o trozos de panal.

Muestreo: probabilistico aleatorio simple.

[1.3. Variables de investigacion

Variable Independiente: Muestras de miel de A. mellifera.



= Definicion conceptual: Producto alimenticio liquido con alto contenido de
azucares y de consistencia viscosa producido a por abejas a partir del
néctar de las flores (19).

= Definicion operacional: Concentracion de las muestras de miel de A.

mellifera.

Variable dependiente: Efecto antibacteriano in vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

= Definicion conceptual: Es la propiedad de una sustancia quimica que
genera lisis o detiene la multiplicacion de células procariotas (39).
= Definicion operacional: Sensibilidad bacteriana detectada ante la miel de

Apis mellifera.

II.4. Técnicas e instrumentos para larecoleccion de datos

La técnica que se utilizara sera la observacion y el instrumento sera la ficha

de observacion (40).
[I.5. Plan metodolégico paralarecoleccion de datos

[1.5.1. Recoleccion de la muestra vegetal

La recoleccion de las muestras de miel de A. mellifera se realizo
segun las indicaciones del apicultor responsable. Estas se
recolectaron en los departamentos de Ayacucho y Junin. Una vez
recolectadas, se almacenaron en frascos de vidrio de color ambar y

se rotularon para identificar el origen de cada muestra.
[1.5.2. Prueba de solubilidad

Para este analisis se utiliz6 1 mL de cada una de las muestras de
miel, posteriormente se agregd 1 mL de: agua destilada, etanol de
70° y 96°, metanol, butanol, éter de petréleo, cloroformo vy

diclorometano (41).
[1.5.3. Tamizaje fitoquimico

Se utiliz6 2 mL de cada muestra de miel y 6 mL de agua destilada, la

técnica se realiz6 segun Olga Lock. Las pruebas que se realizaron
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fueron: reaccion de Borntrager (antraquinonas), Cloruro férrico
(compuestos fendlicos), Liebermann - Burchard (terpenos vy
esteroides), Dragendorff, Mayer y Wagner (alcaloides), Baljet
(lactonas a, B-insaturadas), Gelatina y Gelatina-sal (taninos), NaOH
10% (antocianinas), Benedict y Fehling A y B (azucares reductores),

Espuma (saponinas) y Shinoda (Flavonoides) (42,43).

[1.5.4. Analisis Microbioldgico

La activacion de la cepa estandar se realiz6 utilizando el Kwik-stik, el
cual permitié hidratar el producto liofilizado. Luego se us6 un hisopo
estéril para sumergirlo en la suspension obtenida y sembrar en agar
nutritivo la cepa de S. aureus ATCC 25923. Luego fue llevado a
incubacion a 37°C por 24 horas (43).

Posteriormente, se realizO la estandarizacion del indculo
comparandola visualmente con el estandar de McFarland,
obteniendo una suspensién equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL. Al
finalizar este proceso, la cepa se sembrdé en agar Mueller Hinton
(44).

Las concentraciones de la miel se prepararon a partir de las
muestras madres, las cuales al ser el producto puro estan al 100 %
de concentracion, para la preparacion al 20 % se utiliz6 2 mL de miel
y 8 mL de agua destilada y al 50 % se trabajé con 5 mL de miel y 5

mL de agua destilada (32).

Se utiliz6 la técnica de difusion en pozos (33), para lo cual se
realizaron pozos de un diametro de 6 mm en cada una de las placas,
en cada uno de estos se agregé 50 uL de cada sustancia
experimental, a excepciéon del control positivo que venia preparado
bajo la forma comercial de disco. Se utilizaron un total de 10 placas
Petri.



Las sustancias experimentales fueron:

Muestra de miel de A. mellifera al 20 %.
Muestra de miel de A. mellifera al 50 %.
Muestra de miel de A. mellifera al 100 %.

Discos de ciprofloxacino 5 ug

a r D PE

Agua destilada

Por ultimo, las placas se llevaron a la estufa a 37°C durante 24 a 48
horas. Con ayuda de un vernier se midio el didmetro de los halos.
También se utilizé la escala de Duraffourd para medir de manera
cualitativa y de manera cuantitativa por el porcentaje de zona de
inhibicion (43,45).

II.6. Procesamiento del andlisis estadistico
El trabajo estadistico se realizara con un nivel de significancia (p<0,05) y 95
% de confiabilidad, a través del software Statistical Package for Social
Sciences — SPSS version 27. Y se utilizaran las técnicas de ANOVA de una

viay el test HSD de Tukey.

[1.7. Aspectos éticos
Durante la investigacion no se utilizaron humanos ni animales, por lo que
no existe ningun conflicto de intereses ético. Por otro lado, se siguieron
todos los protocolos de bioseguridad con la finalidad de evitar accidentes
gue puedan poner en riesgo la integridad de los investigadores, asi como

los resultados de cada procedimiento.
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I11.1. Prueba de solubilidad

RESULTADOS

Tabla 1: Resultados de la prueba de solubilidad

TUBO SOLVENTES MIEL DE JUNIN MIEL DE AYACUCHO
N° 1 Eter de petrdleo - -
N° 2 Diclorometano - -
N° 3 Cloroformo - -
N° 4 Butanol - -
N° 5 Etanol de 96° ++ T+
N° 6 Etanol de 70° +++ ++
N° 7 Metanol +++ ++
N° 8 Agua destilada ++ 4+

(-): Insoluble; (+): Poco soluble; (++): Medianamente soluble; (+++): Muy soluble

Fuente: Elaboracion propia.

En la tabla 1, se aprecia que ambas muestras de miel presentan una mayor

afinidad por los solventes de naturaleza polar a comparacién de los de naturaleza

apolar.

l1l.2. Tamizaje fitoquimico

Tabla 2: Resultados del tamizaje fitoquimico

TUBO ENSAYOS METABOLITOS MIEL DE JUNIN A\tAAHEZIIJEEO
Metabolitos secundarios
N° 1 Borntrager Antraguinonas + +
N° 2 Cloruro férrico Compuestos fendlicos ++ +
N° 3 Liebermann-Burchard Terpenos y esteroides - -
N° 4 Dragendorff Alcaloides ++ +++
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N° 5 Mayer Alcaloides +++ +++
N° 6 Wagner Alcaloides - -
N° 7 Baljet Lactonas a, B-insaturadas +++ +++
N° 8 Gelatina Taninos + +
N° 9 Gelatina-sal Taninos + +
N° 10 NaOH 10 % Antocianinas ++ +
N° 11 Shinoda Flavonoides - +
N° 12 Espuma Saponinas ++ +++

Metabolitos primarios

N° 13 Fehling Ay B AzUcares reductores +++ +++

N° 14 Benedict AzUcares reductores +++ +++

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia
Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 2, el tamizaje fitoquimico indica que ambas muestras cuentan con la
abundante presencia de azucares reductores, asi como de alcaloides y lactonas
a, B-insaturadas. A pesar de ello la miel de Ayacucho presenta mayor presencia
de saponinas, mientras que la muestra de Junin presenta mediana presencia de

antocianinas y compuestos fenélicos a comparacion de la otra muestra.

12




[11.3. Ensayo microbiolégico

Tabla 3: Resultados del ensayo microbioldgico de sensibilidad

Microorganismo Diametros de inhibicién en mm (Miel de Junin)
Ciprofloxacino Agua
100 % 50 % 20 % .
de 5 ug destilada
17,45 12,63 6 35,84 6
Staphylococcus
aureus ATCC 17,40 12,60 6 35,85 6
25923 17,56 12,68 6 35,94 6
17,49 12,58 6 35,89 6
17,44 12,64 6 35,84 6
Promedio 17,468 12,626 6 35,872 6
Microorganismo Diametros de inhibicion en mm (Miel de Ayacucho)
Ciprofloxacino Agua
100 % 50 % 20 % .
de 5 ug destilada
20,19 14,94 9,43 35,86 6
Staphylococcus
25923
20,15 14,88 9,45 35,84 6
20,18 14,93 9,43 35,89 6
20,18 14,94 9,40 35,87 6
Promedio 20,184 14,932 9,42 35,872 6

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 3, se muestran los resultados del ensayo microbiolégico por

cada muestra de miel utilizada.
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Segun la escala de Duraffourd, los valores para evaluar la sensibilidad o

resistencia son los siguientes:

= Nula (-): para un diametro inferior a 8 mm.
» Sensibilidad baja (+): para un didmetro entre 9 a 14 mm.
= Sensibilidad Media (++): para un diametro entre 14 y 20 mm.

= Sensibilidad alta (+++): para un diametro superior a 20 mm.

De acuerdo a estos valores, ambas muestras de miel al 100 % y la muestra
al 50 % procedente de Ayacucho presentan una sensibilidad media frente a
las cepas de S. aureus ATCC 25923.

Segun el porcentaje de eficacia, se realizaron los siguientes calculos,
teniendo en cuenta el valor promedio del control positivo (ciprofloxacino de

5 de ug) como el 100 %. Los resultados se plantearon en la siguiente tabla:

Tabla 4: Resultados del porcentaje de zona de inhibicién

Miel de Junin
Grupos Muestra | Muestraal | Muestraal | Ciprofloxacino Agua
utilizados al 100 % 50 % 20 % de 5 ug destilada
Porcentaje de
o 49 % 35% 17 % 100 % 17 %
eficacia
Miel de Ayacucho
Grupos Muestra | Muestra al | Muestra al | Ciprofloxacino Agua
utilizados al 100 % 50 % 20 % de 5 ug destilada
Porcentaje de
o 56 % 42 % 26 % 100 % 17 %
eficacia

Fuente: Elaboracion propia.

La tabla 4, indica que solo la muestra de miel procedente de Ayacucho a

una concentraciéon del 100 % presentd una inhibicion mayor al 50 %,
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mientras que la muestra de Junin a la misma concentracién solo alcanzé
un 49 %.

I11.4. Procesamiento del andlisis estadistico

Tabla 5: Estadistica descriptiva de la muestra de miel de Junin

N Rango Minimo Maximo Suma Media Error Desv.
estadistico | estadistico | estadistico | estadistico | estadistico | estadistica | estandar | Estandar

Muestra al 100

o 5 0,16 17,40 17,56 87,34 17,468 0,027 0,004
0

Muestra al 50 % 5 0,10 12,58 12,68 63,13 12,626 0,017 0,001
Muestra al 20 % 5 0,00 6,00 6,00 30,00 6,000 0,000 0,000
Ciprofloxacino 5 0,10 35,84 35,94 179,36 35,872 0,019 0,002
Agua destilada 5 0,00 6,00 6,00 30, 00 6,000 0,000 0,000

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

Tabla 6: Estadistica descriptiva de la muestra de miel de Ayacucho

N Rango Minimo Maximo Suma Media Error Desv.
estadistico | estadistico | estadistico | estadistico | estadistico | estadistica | estandar | Estandar
Muestra al 100
% 5 0,07 20,15 20,22 100,92 20,184 0,011 0,025
0
Muestra al 50 % 5 0,09 14,88 14,97 74,66 14,932 0,014 0,032
Muestra al 20 % 5 0,06 9,39 9,45 47,10 9,420 0,010 0,024
Ciprofloxacino 5 0,09 35,75 35,84 178,98 35,872 0,015 0,035
Agua destilada 5 0,00 6,00 6,00 30,000 6,000 0,000 0,000

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

Las tablas 5 y 6 indican de manera general, los grupos utilizados durante el
ensayo de susceptibilidad microbiolégica contra las cepas de Staphylococcus

aureus ATCC 25923, el numero de placas utilizados para cada uno de ellas y la
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media estadistica de las medidas de los halos de inhibicion que se produjeron por

muestra, asi como el error estandar.

Tabla 7: ANOVA de un factor de los grupos experimentales

SS df MS F P value
Between groups 3333 7 199,238 408706,108 0,000
Within groups 0,037 32 0,002
Total 3333, 04 39

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

H nua = Las dos muestras de miel de Apis mellifera no tienen el mismo efecto

antibacteriano in vitro sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

H aternativa = Las dos muestras de miel de Apis mellifera si tienen el mismo efecto

antibacteriano in vitro sobre cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

La tabla 7 muestra el Andlisis de Varianza (ANOVA), donde se aprecia
principalmente el valor P o valor de significacion, y siendo alfa = 0,05, cuando el
valor p es mayor al valor alfa, la hipotesis es nula, indicando que no hay diferencia
significativa entre las medias; cuando el valor p es menor al valor alfa, la hipotesis
es alternativa, indicando que si existe diferencia significativa entre las medias, por
lo tanto, al ser el valor de significacion (0,00) menor al valor alfa (0,05), la
hipotesis es alternativa, corroborando la hipétesis “Las dos muestras de miel de
Apis mellifera si tienen el mismo efecto antibacteriano in vitro sobre cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923.”, que nos indica a su vez que existe

diferencia significativa entre los grupos de muestras.
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Tabla 8: HSD de Tukey de los grupos experimentales

Group 1 Group 2 mean std err P value
Agua 29,872 0,015264 0,000
Muestra al 20 % (M1) 29,872 0015264 0,000
Muestra al 20 % (M2) 26,452 0,015264 0,000
Ciprofloxacino  myiesira al 50 % (M1) 23,246 0,015,264 0,000
Muestra al 50 % (M2) 20,94 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M1) 18,404 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M2) 15,688 0,015264 0,000
Muestra al 20 % (M1) 0 0,015264 0,000
Muestra al 20 % (M2) 3,42 0,015264 0,000
Muestra al 50 % (M1) 6,626 0,015264 0,000
Agua
Muestra al 50 % (M2) 8,932 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M1) 11,468 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M2) 14,184 0,015264 0,000
Muestra al 20 % (M2) 3,42 0,015264 0,000
Muestra al 50 % (M1) 6,626 0,015264 0,000
Muestra al 20 %
(M1) Muestra al 50 % (M2) 8,932 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M1) 11,468 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M2) 14,184 0,015264 0,000
Muestra al 50 % (M1) 3,206 0,015264 0,000
Muestra al 20 % Muestra al 50 % (M2) 5512 0,015264 0,000
(M2)
Muestra al 100 % (M1) 8,048 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M2) 10,764 0,015264 0,000
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Muestra al 50 % (M2) 2,306 0,015264 0,000

Muestra al 50 %
(M1) Muestra al 100 % (M1) 4,842 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M2) 7,558 0,015264 0,000
Muestra al 100 % (M1) 2,536 0,015264 0,000

Muestra al 50 %

(M2)

Muestra al 100 % (M2) 5252 0.015264 0,000

0,
Muestraal 100 % |\, o cira al 100 % (M2) 2,716 0,015264 0,000

(M1)

(M1): Miel de Junin; (M2): Miel de Ayacucho

Fuente: Programa estadistico SPSS version 27

En la tabla 8, se presenta el Test HSD de Tukey, el cual indica la comparacion de

las medias de las muestras, a través del rango de diferencia de medias, ademas

indica una significacién o valor p en todas las comparaciones de medias de 0,000

lo que nos vuelve a indicar que hay diferencia significativa entre las medias.
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IV. DISCUSION

En la investigacion realizada, durante el ensayo de solubilidad, la miel de Junin
fue muy soluble en etanol de 70° y metanol, mientras que la muestra de Ayacucho
lo fue en agua destilada y etanol de 96°, esto indica su alta afinidad de ambas
muestras por los solventes polares, esto se debe probablemente al alto contenido
de azlcares que presentan en su composicion, estas moléculas presentan grupos
hidroxilos lo que les confiere polaridad suficiente para interactuar, principalmente
con el agua. Por otro lado, estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Ledon My Flores Y (2018) (41) quienes hallaron que sus muestras de miel fueron

solubles y muy solubles en etanol y agua destilada, respectivamente.

En el tamizaje fitoquimico cualitativo, la muestra de miel de Junin dio positivo para
la presencia mediana de compuestos fendlicos, alcaloides, antocianinas y
saponinas, mientras que, para la muestra de Ayacucho, se hall6 en abundante
presencia a las saponinas, Lactonas a, B-insaturadas y alcaloides. Ambas
muestras tienen en comun la gran presencia de azucares reductores, asi como de
alcaloides, principalmente. Nuestros resultados son compatibles con los de Ledn
M y Flores Y (2018) (41) quienes utilizaron el mismo método fitoquimico y
hallaron la presencia notoria de alcaloides y azUcares reductores, de igual manera
lo son para Vilchez y et al. (2023) (46) pero, por otro lado, Gregorio Ay et al.
(2021) (28) indican que son los flavonoides y compuestos fendlicos los
metabolitos secundarios mas abundantes de la miel, esto lo sefialan de igual
manera Mokaya y et al. (2020) (24) asi como Viteri y et al. (2021) (47). La
notable diferencia en la presencia de los fitoconstituyentes de las muestras con
las de otros estudios probablemente se deba a las diferencias geogréficas de
cada muestra analizada, ya que como indican Campo O e Hincapié G (2023)
(48) la miel es un producto el cual sus propiedades biologicas y fisicoquimicas
pueden alterarse segun la flora o las condiciones geograficas, de igual manera
Tafere D (2021) (49) agrega que las condiciones climaticas tales como
precipitaciones, humedad, calor asi como las condiciones quimicas del suelo

pueden afectar el contenido de metabolitos secundarios y primarios en la miel.
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En el analisis microbioldgico, se aplico la técnica de difusidn en pozos debido a
gue es una técnica de eleccion para evaluar la capacidad antibacteriana en las
muestras de la miel, tal como lo indica Hossain M y et al. (2022) (50) en su
estudio sobre metodologias en la evaluacién del efecto antibacteriano de la miel.
En cuanto a los resultados, se hallé que ambas muestras de miel al 100 % fueron
mas efectivas, asi como la muestra de Ayacucho a la concentracion del 50 %,
mientras que ambas muestras al 20 % no tuvieron efectos relevantes frente a las
cepas de S. aureus ATCC 25923. Este resultado discrepa con los que obtuvieron
Gregorio y et al. (2021) (28), ya que en sus resultados sus muestras a menor
concentracion tuvieron un efecto mas relevante frente a S. aureus; en cuanto al
estudio realizado por Valle Y y et al. (2019) (29) estos indican que existe relacion
directamente proporcional entre la concentracion de la miel y su efecto
antibacteriano, este enunciado va de acuerdo a lo hallado en esta investigacion;
de igual manera los resultados hallados por Vica M y et al. (2021) (30)
concuerdan con lo hallado en este andlisis, ya que observaron que S. aureus es
una de las bacterias que menor resistencia presenta frente a la miel. Ademas,
Vilchez y et al. (2023) (46) declararon que la miel de A. mellifera en un porcentaje
menor al 30 % presenta un nulo efecto antibacteriano, tal como lo muestran los

resultados de las muestras utilizadas al 20 % en esta investigacion.

En cuanto al andlisis estadistico, las tablas 5 y 6 nos indican que los promedios
de los halos de inhibicibn van aumentando a la vez se incrementa la
concentracion de cada muestra de miel, en la prueba de ANOVA de un factor, el
valor de p fue de 0,00 lo que indica que existe diferencia significativa entre cada
uno de los grupos experimentales. Mientras que en el test HSD de Tukey se
aprecio que entre grupos existe diferencia significativa, siendo el control positivo
superior a comparacion de los demas grupos experimentales. A pesar de ello, las
concentraciones al 100 % obtuvieron promedios de halos de inhibicion de 17,469

+ 0,27 y 20,184 + 0,11 para las muestras de Junin y Ayacucho, respectivamente.

Algunos autores como Alvia C y Olortegui A (2021) (43) indican que los
alcaloides presentan actividad antibacteriana, asi como los taninos y otros
compuestos fendlicos, los cuales por si solos tienen un mecanismo de accion o

también pueden actuar en sinergismo entre ellos o con otros fitoconstituyentes.
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Finalmente, en el Perl se ha demostrado que los estudios fitoquimicos y de
farmacologia experimental de los productos naturales en estudio, como la miel,
son limitados, debido a los resultados, este producto merece seguir en estudio; y
con base en su potencial actividad antimicrobiana se debe proponer la separacion
de metabolitos secundarios, dilucidar su estructura quimica y establecer la

relacion estructura quimica/actividad.
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V. CONCLUSIONES

Las dos muestras de miel de A. mellifera presentan efecto antibacteriano in
vitro frente a cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, pero la

muestra de miel de Ayacucho es ligeramente superior.

Las dos muestras de miel de A. mellifera presentan fitoconstituyentes como
alcaloides, saponinas, lactonas a, B-insaturadas y azucares reductores,

posibles responsables de su efecto antibacteriano.

Las dos muestras de miel de A. mellifera presentan notable efecto
antibacteriano in vitro a la concentracion de 100 % frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Las diferentes concentraciones de las dos muestras de miel de A. mellifera
no fueron superiores al control positivo (Ciprofloxacino 5 pg) frente cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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VI.RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio del efecto antibacteriano de la miel de A. mellifera,
pero esta vez con muestras clinicas de bacterias en pacientes hospitalizados

para evaluar su efecto frente a cepas resistentes.

Realizar estudios fitoquimicos cuantitativos, asi como la elucidacion de sus
principales componentes quimicos mediante técnicas instrumentales, con la
finalidad de aislar una molécula con actividad farmacoldgica y que pueda

producirse bajo una determinada forma farmacéutica.

Realizar investigaciones en donde se siga comparando los efectos
farmacoldgicos de la miel de A. mellifera procedente de distintas regiones del

Pera.

Incentivar a las universidades y/o centros privados de investigacion al estudio

de las diferentes propiedades de la miel de A. mellifera.
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ANEXOS

ANEXO A. Instrumentos de recoleccién de datos

ENSAYO MICROBIOLOGICO in vitro

Investigador (es):

Muestra:
Fecha:
Microorganismo Diametros de inhibicion en mm
Miel de A. Miel de A. Miel de A. _ _
_ _ _ Ciprofloxaci Agua
melliferaal | mellifera al mellifera _
no de 5 ug destilada
20 % 50 % al 100 %
Staphylococcus
aureus ATCC
25923
Promedio

Fuente: Elaboracion propia
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TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LAS MUESTRAS DE MIEL DE A. mellifera

Metabolitos .
_ _ ] Miel de
. Reactivos Miel de Junin
Secundarios Yy Ayacucho
primarios
Antraquinonas Borntrager
Compuestos fendlicos FeCls
Liebermann -

. Burchard
Terpenos y Esteroides
Alcaloides Dragendorff
Alcaloides Mayer
Alcaloides Wagner
Lactonas a, B- Baljet
insaturadas
Taninos Gelatina
Taninos Gelatina-Sal
Antocianinas NaOH 10%
Azlcares Reductores Benedict
Azlcares Reductores Fehling Ay B
Saponinas Espuma
Flavonoides Shinoda

(-): Ausencia; (+): Minima; (++): Mediana (+++): Abundante presencia

Fuente: Elaboracion propia
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PRUEBA DE SOLUBILIDAD DE LAS MUESTRAS DE MIEL DE A. mellifera

TUBO SOLVENTES Miel de Junin Miel de Ayacucho
N° 1 Eter de petrdleo
N° 2 Diclorometano
N° 3 Cloroformo
N° 4 Butanol
N°5 Etanol de 96°
N° 6 Etanol de 70°
N° 7 Metanol
N° 8 Agua destilada

(-): Insoluble; (+): Poco soluble; (++): Medianamente soluble; (+++): Muy soluble

Fuente: Elaboracion propia.
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ANEXO B. Matriz de consistencia

PROBLEMA GENERAL

OBJETIVO GENERAL

HIPOTESIS GENERAL

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

¢ Existe diferencia del efecto
antibacteriano in vitro de las dos
muestras de miel de Apis mellifera
frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 259237

Comparar el efecto antibacteriano in
vitro de dos muestras de miel de
Apis mellifera frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Las dos muestras de miel de Apis
mellifera tienen el mismo efecto
antibacteriano in vitro frente a cepas
de Staphylococcus aureus ATCC
25923.

VARIABLE

PROBLEMAS ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

¢ Qué tipos de constituyentes quimicos
orgéanicos son responsables del efecto
antibacteriano in vitro de las dos
muestras de miel de Apis mellifera?

¢A qué concentracion las muestras de
miel de Apis mellifera presentaran
efecto antibacteriano in vitro frente a
cepas de Staphylococcus aureus ATCC
259237

¢, Cual seré el efecto antibacteriano in
vitro de las muestras de miel de Apis
mellifera en comparacién con
ciprofloxacino 5 pg frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC 259237

Identificar los constituyentes
quimicos organicos responsables
del efecto antibacteriano in vitro de
las dos muestras de miel de Apis
mellifera.

Precisar a qué concentracion las
muestras de miel de Apis mellifera
presentaran efecto antibacteriano in
vitro frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Comparar el efecto antibacteriano in
vitro de las muestras de miel de Apis
mellifera con ciprofloxacino de 5 ug.
frente a cepas de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

Las dos muestras de miel de Apis
mellifera tienen constituyentes
guimicos organicos responsables
del efecto antibacteriano in vitro.

Las muestras de miel de Apis
mellifera poseen efecto
antibacteriano in vitro a mayor
concentracion frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923.

El efecto antibacteriano in vitro de
las muestras de miel de Apis
mellifera es significativamente
mayor comparado con ciprofloxacino
5 ug frente a cepas de
Staphylococcus aureus ATCC
25923.

INDEPENDIENTE DIMENSION INDICADORES
Identificacion de
constituyentes quimicos

Muestras de miel orgénicos.

de Apis mellifera

Fitoquimica
Reacciones quimicas de
coloracién, precipitacion y
pruebas de solubilidad.
VARIABLE DIMENSION INDICADORES

DEPENDIENTE

Efecto
antibacteriano
frente a cepas de
Staphylococcus
aureus ATCC
25923

Microbiolégico

Medicién del diametro de
inhibicién (halos de
inhibicién)
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ANEXO C. Operacionalizacion de las variables

ESCALA N° DE
VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES DE TEMS VALOR
MEDICION
VARIABLE (-) Ausente
INDEPENDIENTE : _ . o . (+) Leve
Muestras de miel de Apis Fitoguimica Marcha fitoquimica Ordinal 14 (++) Moderado
mellifera (+++) Abundante
\SEEQSL%ENTE <8 mm: nulo ()
Efecto antibacteriano in _ o Medicion de diametro Raz6N 10 8 — 14 mm: Sensible (+)
. Microbiologico | jnhibicion (mm) 14 — 20 mm: Muy sensible (++)
vitro frente Staphylococcus >20 mm: Sumamente sensible (+++)
aureus ATCC 25923 '
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ANEXO D. Informe de resultados de laboratorio

' Santa Rosaci.

LABDRATORIO BIOLOGICD ¥V ANALISIS CLINICO

“afa de b unicad, la paz y el desamolis®

Informe de Resuktados

Solicitado por: Bach. Hueancari hMoates, Lizheth hiaribel
Bach. Semamisgo Faojas, America Extela
Muestra: Wliel de Apis meliifora

Fecha de ensayo: 15-10-2023

Digmetros de inhibicidn en mm
Microarganizma 100% s0% | 20% | clprofloxacine | Agua
1745 | 12863 3 35.E4 3
_ 1740 | 1260 3 I5ES 3
Miel ' 928 | 12.68 B 3554 B
, L B T B 569 B
Stophylecoccis 1748 | 1264 3 35.E4 3
ATEE";;';H 1010 1204 | 9.3 35 BE B
_ 0.23 1297 | 9.38 3579 3
Miel MR 1s | 1888 | 9.45 3564 3
L BT T B TR R 569 3
I01E | 1294 | 5.40 35 E7 3
*Tamado de pozo: Smem, par lo que 2l reportarzs § mm ez indicative que no exists
formacion halo de inhibicion

*Cancentracion del imocalo: 1.5 % 10° UFC L

Py ;
708"
LAl A= - . Fy
i
Lic. T.M. Walter A, Siri Rodriguer

CTAP, 10508

Jr. Coamersin N 97 Packasfmas Telf 1320053 Cel G40 TOBFR6- PPILIERIT
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ANEXO E. Certificado de Agar Mueller Hinton

Page | of 3
CERTIFICATE OF ANALYSIS
DCate Frinted
PRODUCT CMO3ITE H23.06.30
MUELLER HINTON AGAR Sling Delnery Mo

LOT NUMBER  3sH1342 Custamer
Customer Order Mumber
EXFIRY DATE  2028.06.05

DATE OF
MANUFACTURE 2023.0607

Physical Characteristics Results Specificution
Appcarance Straw powder Straw powder
Colour an reconstitution Straw 2-3 Straw 2.1

pH {25°C) 7.3 7274
Clarity Clear Clear

Microhislegical Ferformance

Antibiotic susceptibility tests are performed in pccordance with, and meet the acceptunce limits of, the current ISO0TS 16TRI,
Performance is assessed using EUCAST methodalegy.

Stapirplococous mrens ATOCEISYE WD MBI
Incubation at 35 4+ 1°C for 16=20 howrs in ambicat air

Fone Sice Limits

{mm ) {mm}
Erythromycm E15 N 1. M
Tetracyclme TESD n M- M
Crprofloxacm CIPS 6 2. M
Amoxicilhe-clavulznate AMCE0D 4 2H - 35
Ampicillm-sulbactam SAM20 15 . 317
Limezolid LEDE0 I5 25. 312
Cefoxnm FOX3D N -9
Genkamicm TN il 19- 17
Pemcalhin P10 as M= 37

Sapirplococous mrrens ATCCEIIZ1I WD MBDL31
Incubation af 35 & 170 for 16=20 howrs in smbient nir

Pemicallin F1 15 12- 18
Cefoxstm FOX30 I3 4. M
Crprofloxacm CIPS n 1= I7
Erythromycm E15 I5 13- 9
Gentamicm CN10 n 19- 75
Linezohd LEDND n -7
Tetracyclme TESD 6 13- 31

o
Tested by the Quaality Contrel Labaratory

OXMD LIMITED
Wide Hond, Basingsioke, Hampshire R(:24 EFW. Englund
oxoid@ thermofisher.com www.oxoil.com O, Rlng Flo. BCHOOEE
Carificata Mo, Fld C0E14
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PageZaof 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS
PRODUCT CMUI3ITH

MUELLER HINTON AGAR Sl
LOT NUMBER Jak1362

Stapinlecocous mrrens ATCUESINN WIDCMBOZ11
Incubation at 35 & 17 for 24 howrs im ambient nir

Fone Size Limits

{mm) {mim)
Cefoxnm FOX30 11 <21
Stapinlecocous mrrens NCTCLZ493 WICMO0Z12
Incubation at 35 & 17 for 24 howrs im ambient pir
Cefoxnm FOX30 i 14 - Tl
Escherichin coli ATCOEISI2IT WIKMDBM13
Incubation at 35 & 1°C for 16=20 howrs inm ambient nir
Ampcillm AMP10 16 15- 12
Chloramphenscol C30 | b
Geentamicm T 10 I} 1%- 26
Trimethopmme-sulfamethoxazole SXT25 o - N
Amaoxicilho-clavulanate AMCS0 i 18- 24
Crprofloxacm CIPS 3 M- 4
Sulfisoxaymale SF3MH) I1 15- 13
Tetracyclme TE3D n 1B~ 15
Cefotaxime CTXS b ] 5. 31
Tigecychine TGC1S n M- 17
Escherichin coli ATCUEISZLE
Incubation at 35 & 1°C for 16=20 howrs inm ambient nir
Amaxicillin-clavulanate AMCS0 i 17- 2
Preudomomas oemginesa ATOUEZTESY WK MBI ZS
Incubation at 35 & 1°C for 16=20 howrs inm ambient nir
Geentamicm T 10 19 16 - 2]
Imspenem IFM1{ b M- IH
Artrecmam ATMED | H-N
Crprofloxacm CIPS 15 5. 313
Tobramycm TOBRID n 1= 15
Ceftamidime CAZID 4 2l - 17
Piperacilhin-lazobactam TZF36 15 Ii- 1
Enteracocous foecalis ATCUCEIIIRE WDCMBDZ 10
Incubation at 35 & 1°C for 16-20 howrs in smbient nir
Trmethopnm-sulfamethoxazole SXT25 15 -
Enterecocous foecalis ATCOEIIZIE WIDCMBMET
Incubation at 35 & 1°C for 16=20 howrs inm ambient nir
Ampcillm AMP2 1% 15- 21
Imspenem IPM10 i M- 3
Limexohd LEL¥ 0 b 1= 15
Nitrofuranbom F10d n 18- 24

o
Tested by the Quality Contrel Labearatery

OXMD LIMITEDR
Waile Hand, Basingstake, Hampshire RG24 EFW. Englund
oxnidla thermafisher.com  wwaw ownid.com A Flogy . PR
Cartiflcwin Mo Fld D864
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Page 3ol 3

CERTIFICATE OF ANALYSIS

PRODUCT CMI3ITH

MUELLER HINTON AGAR S0y
LOT NUMBER 36K1362
Trimethoprim W5 ) 4. 32
Trnmethopnm-sulfamethoxazole SXT25 i1 - 34
Vancomycm VAS 13 10- 16

Streprococous paeimonige ATCUEA%G19
Enriched with 5% v/v horse blood and 20mg/L. B-5NAD

Incubation af 35 & 1°C for 18-20 howrs in 5% 032

Fone Sice Limits
{mim} {mm)
Vancomycm VAS 21 =23
Haemopivities inffwerzome ATCUCRSIZT
Enriched with 5% v'v horse blood and 20mg/L B=MNAD
Incubation at 35 4 1°C for 1820 howrs in 5% (002
Ampecillm AMP2 10 6= 12
Huemopivities inflwenzome ATCURSITHE
Enriched with 5% v'v horse blood and 20mg/L B=MNAD
Incubation at 35 & 1°C for 1820 howrs in 5% (02
Ceficmmee CFMS i1 2. 15

Control Medivm: Mueller-Hinton A gar
Refer o product specification for full detals.

The mtormabion given is believed to be comect, all results reporied inthis certiicate relate caly 1o the product and
lot stabed m this certificate of analysis. However, both the information and the product are offered without warranty
fior any application other than that specified in the current Oxoid Manual. Thes certificale shall mot be reproduced
exocpt in full, without wntien approval of the Quality Control Laboratory, Oxoid Limited, Basingsloke.

The results reported were obtained at the tme of release.

Lat Accepted. 2023.06.16
G{ﬂ'\-“h‘vj

Carssa Courtney
Director Quahity, EMEA

ATCC 15 2 regisiered trade mark of the Amencan Type Culture Collecton.
NCTC and Mational Collection of Type Cultures are registered trade marks of the Health Prolection Agency.

V)

Tested by the Quality Contrel Labaratery
ONOID LIMITED
Wile Rond, Basingstoke, Hampshire R(:24 EPW. England
oxoidla thermafisher.cam  www.ooxoilcom A Py B P
Carsficasa Ma. Fil DBEr14
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ANEXO F. Certificado de andlisis de la cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 25923

fication and Perormance Upon Releass

Specifications

Microorganism Name: Staphylococcus aureus subsp. aurews
Catalog Numbser: 0360

Lot Number: 360-551**

Reference Number: ATCCE 25923™*

Passage from Reference: 3

(7} Mean Assay Vabhse (MAV]): BEOE+04 CFU per pellel

Expiration Dabe: 20231 17530

Release Information:

Quality Control Technologist: Kalina E Larsen
Release Dabe: 20211220

Performance
Macroscopic Features: Muedium:
Medium 1o kange, conves, entine edge, both while and pale white colonies, SRAP
smook, apaque, beta hemolytic
Microscopic Features: Method:
Gram pasilive cocc occurring singly, in pairs and in irregular cusiens Gram Stain (1)

ID System: MALDI-TOF (1)
See allached ID System resulls document.

Lonot K e

Amanda Kuperus
Directar of Cualily Contral
AUTHORIZED SIGMATURE

= Dicesbarrsar. Tha o o | of S kol numBar apeaarng on T proses] bl and P she are menely @ pEckEaging el numbsr. Trar k=l rosrsbr diaploved on b
carlificala i i aotual base k0 numis.

i Rubar b5 tha ancioed product nsan fer L il Lisa @nd ol fi

[T a—t P bk 1 & " T T Papr)

L

WEFERE T MAPLETAL FRODGUTER
CERT mreds.al

L Eﬂ:‘mﬂ?ﬁ S R ST LIRS B L e S0 e S S R L
s

§1h T licls o ecchidited 1 [S08EC 125

TESTING CERT 8265501

[Tp Thin Man Ay Vidos (MAV) dlaled s ity Fofs i dnd-wesi’s MAY hisad of sarsablic nheient 16 aech
labaralesy afiion el S s Salhcads, mada anuprreenl, D paies, et rdredusl ecimoan Bohreguee
D 2012 Microbiologics, Inc. All Righls Reserved. 200 Cooper Avenue Morth Sainl Cloud, MN 58303 Page 1of 1 DL, 2BE
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Bruker Daltonik MALDI Biotyper Classification Resuits

Meaning of Score Values
Range Interpretation Symbols Color
200~3.00 (+44) green
1.70- 189 (+) yellow
0.00-1.69 (=) red
Meaning of Consistency Categories (A -C)
Category Interpretation
W | bR T ST e e et T A L TR S 2
the speces or genus is mmmlbolm:beslmslch or (3) a non-dentification
®) ey AL 25[.‘% T e o o aRaohas HanseEston In which oot 1 Benieal 1o he
best malch or (2) a non-den
(C) No consistency: The requirements for high or low consistency are nol med.
Run Creation Dale/Time: 2021-12.14T15:55:20. 913 kel
Apphed MSP Library(ies) BDAL, Mycobacteria Library (bead methed), Filamentous Fungi Library
Sample Name Sample ID Organism (best match) Score Value
B10 (++4) (A) 360551 Staphylococcus sureus
Comments:

na
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ANEXO G. Evidencia fotogréfica

Recoleccién de las muestras de miel de A. mellifera




Prueba de Solubilidad
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Tamizaje Fitogquimico
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Ensayo microbioldégico
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ANEXO H. Carta de autorizacion

CARTA DE AUTORIZACION PARA LA RECOLECCION DE LAS MUESTRA

Yo,.....FAZARRD Yapek, cogdy OWTE  con DNI.18285323.
en calidad de responsable.., T 00 PIzoRLD — VILLA TE ETRPA ubicado en
el distrito............ IO R, , provincia..,. SATIPO. .. .............. y

departamento de Junin.

Autorizo a los estudiantes de la Universidad Maria Auxiliadora UMA , de la Facultad de
FARMACIA Y BIOQUIMICA, Bach. HUANCARI MONTES, LISBETH MARIBEL y Bach.
SAMANIEGO ROJAS, AMERICA ESTELA, con titulo del proyecto de investigacion,
“COMPARACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DE DOS MUESTRA DE
MIEL Apis mellifera FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus ATCC 25923”,
para que puedan recolectar la muestra correspondiente.

Junin, 25 de setiembre del 2023.
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' si—
Yo PNDEES [uAwcae) JuawToy o oudouauzgs
en calidad de responsable.. D2 7U0 00 HuAncaR) -NERACURUZ. . ubicado en
eldistrito. T OV TO% ..., provincia, SAYCALLY

departamento de Ayacucho.

Autorizo a los Estudiantes de la Universidad Maria Auxiliadora UMA, de la Facultad de

FARMACIA Y BIOQUIMICA, Bach. HUANCARI MONTES, LISBETH MARIBEL y Bach.
SAMANIEGO ROJAS, AMERICA ESTELA, con Titulo del Proyecto de Investigacion,
Denominado: “COMPARACION DEL EFECTO ANTIBACTERIANO in vitro DE DOS

MUESTRAS DE MIEL Apis mellifera FRENTE A CEPAS DE Staphylococcus aureus
ATCC 25923",

para que puedan recolectar la muestra correspondiente.

Ayacucho, 28 de Setiembre dei 2023.
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