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Resumen
La miel de abejas sin aguijón es reconocida de manera tradicional por su efecto nutracéutico y 
antimicrobiano; sin embargo, en los últimos años se han realizado trabajos de investigación para 
demostrarlo ya que existe poca información al respecto en comparación con otras especies como 
la Apis mellifera. En este estudio se evaluó el efecto de las mieles de abejas sin aguijón de tres 
especies nativas y su sinergia con ciprofloxacino contra dos cepas de Staphylococcus aureus, 
el testigo (ATCC) y el resistente a meticilina (SARM). Las mieles se colectaron de meliponarios 
ubicados en Cacahoatán (14°55’13.6”N92°10’35.7”W) y comprenden: Melipona beecheii, M. 
solani y Scaptotrigona mexicana. Para el estudio se prepararon diluciones de miel (50, 25, 12.5, 
6.25, 3.125, 1.56, y 0.78% en relación v/v respectivamente) y de ciprofloxacino (32, 16, 8, 4, 2, 1, 
y 0.5 μg/ml). La actividad antimicrobiana de las mieles se evaluó de manera individual y luego en 
combinación con el antibiótico. Se encontró que el ciprofloxacino tiene una concentración mínima 
bactericida de 32  μL/ml (mientras que las mieles presentan 50% (relación v/v). La combinación 
de mieles y ciprofloxacino mostraron un efecto sinérgico al reducir la concentración mínima 
bactericida por la combinación de 5.4 mg/ml de CPX con 11 % de miel v/v. 

Palabras clave
Ciprofloxacino, melipona, SARM, sinergismo. 

Abstract
Honey from honey bees or stingless bees is traditionally recognized by its nutraceutical and 
antimicrobial effect; however, in recent years, research work has been carried out to demonstrate this, 
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as there is little information in this regard compared to other species such as Apis mellifera. This study 
evaluated the effect of stingless honeys of three native species and their synergy with ciprofloxacin 
against two strains of Staphylococcus aureus, the control (ATCC) and methicillin resistant (MRSA). 
Honeys were collected from meliponaries located in Cacahoatán (14°55’13.6”N92°10’35.7”W) and 
include: Melipona beecheii, M. solani and Scaptotrigona mexicana. Dilutions of honey (50, 25, 12.5, 
6.25, 3.125, 1.56, and 0.78% in relation v/v respectively) and ciprofloxacin (32, 16, 8, 4, 2, 1, and 0.5 
μg/ml) were prepared for the study. Antimicrobial activity of honeys was evaluated individually and 
then in combination with the antibiotic. It was found that ciprofloxacin has a minimum bactericidal 
concentration of 32 μL/ml whereas honey presents 50% (v/v ratio). The combination of honey and 
ciprofloxacin showed a synergistic effect in reducing the minimum bactericidal concentration by the 
combination of 5.4 mg/ml of CPX with 11% honey v/v.

Keywords
Ciprofloxacin, melipona, SARM, synergism.

Introducción
El desarrollo de los antibióticos ha permitido a la población tener los medios efectivos para 
tratar diversas infecciones, pero la aparición de resistencia a los antibióticos ha alterado los 
conocimientos que se tenían de estos. De acuerdo a la OMS (Organización Mundial de la 
Salud), los niveles de resistencia están aumentando en todo el mundo, provocando que los 
tratamientos contra enfermedades sean cada vez más difíciles (Abdul et al., 2020). Además 
de participar en una variedad de procesos de infección, Staphylococcus aureus también tiene 
una gran importancia clínica, por el aumento gradual de mutaciones (Moreno et al., 2014). Las 
cepas de S. aureus que exhiben resistencia a los β-lactámicos se denominan resistentes a la 
meticilina o SARM (Aguayo et al., 2018).

Los fármacos que se emplean con más frecuencia en los hospitales y con beneficios reporta-
dos contra el S. aureus, son las fluoroquinolonas, especialmente la ciprofloxacino (CPX) y la 
levofloxacino (LVX) (Choi et al., 2013; Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2010; 
Chacón y Rojas, 2020; Zaiss et al., 2010). Ambas se usan por su amplio espectro, su exce-
lente biodisponibilidad, su buena absorción y su buena distribución, pero debido al uso como 
complemento en la alimentación del ganado (para el desarrollo de la masa muscular) y por el 
uso excesivo de los consumidores, entre otros factores, cada vez se hace más complicado el 
tratamiento de las infecciones causadas por este patógeno (Choi et al., 2013). 

Por otro lado, se sabe ya con certeza que la miel proveniente de Apis mellifera es una alternativa 
natural para combatir cepas SARM pero se desconoce del comportamiento en mieles de abejas 
nativas o sin aguijón (producida por diversas especies eusociales). Este tipo de miel se produce 
en botijas de cerumen en las regiones tropicales y subtropicales del planeta, y contiene diferentes 
sustancias que le confieren diferentes propiedades, nutracéuticas o antimicrobianas, diferentes 
de la proveniente de Apis mellifera (Nishio et al., 2016; Grajales et al., 2018). Esta miel presenta 
contenidos altos de humedad, por lo tanto, fermenta más rápido y posee mayor acidez y su sabor 
es variable según la especie que la produce, lo cual podría ser un punto de inflexión en su compo-
sición físico-química y/o su efecto antimicrobiano (Souza et al., 2006; Zamora et al., 2015). 
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Un enfoque plausible para tratar las infecciones causadas por patógenos y abordar sus complejos 
problemas de resistencia a múltiples fármacos es aplicar el concepto de sinergia (Abdul et al., 
2020; Haas et al., 2010), es decir, el uso de estos fármacos con algún otro compuesto de origen 
químico o natural. No existen reportes documentados de la evaluación de la actividad sinérgica de 
las mieles producidas por abejas sin aguijón con ciprofloxacino en bacterias resistentes. En este 
contexto, el objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto in vitro de mieles de tres especies 
de abejas sin aguijón en la inhibición de las cepas SARM y sus combinaciones con CPX.

Materiales y métodos
Muestras de miel

Las mieles en estudio se adquirieron a través de la Asociación de “Meliponicultores del So-
conusco S.C de R.L.” y fueron cosechadas en el municipio de Cacahoatán (14°55’13.6”N 
-92°10’35.7”W), de las siguientes especies; Melipona beecheii, M. solani y Scaptotrigona mexi-
cana. Se colectaron 100 ml de miel de cada especie y se colocaron en frascos estériles previa-
mente rotulados, para conservarse en refrigeración a 4°C en ausencia de luz hasta su análisis. 
Se usó también ciprofloxacino CEPOKAB®; de Bayer, en una solución inyectable al 0.2% y de 
concentración 2 mg/ml. 

Cepas y preparación de inóculo 
Se usó una cepa previamente identificada como SARM proveniente del cepario del laboratorio 
de farmacognosia de la Facultad de Ciencias Químicas de la Universidad Juárez del Estado 
de Durango, la cual estuvo conservada en microtubos a -30 °C en medio Skim milk. Fue des-
congelada a temperatura ambiente y sembrada en placas con agar Mueller Hinton (MH) por 
estrías cruzadas en cuatro campos. Se incubó a 37 °C por 24 horas. Como cepa de referencia 
se empleó la S. aureus ATCC 29213, según las recomendaciones del CLSI Guidelines para los 
métodos de dilución.

Los inóculos se prepararon suspendiendo dos colonias previamente cultivadas, en 100 ml de 
caldo MH estéril. Para determinar la población del inóculo se cultivaron diluciones sucesivas 
en placa con agar MH. Esta población se tomó como base para calcular las concentraciones 
efectivas 50 como se describe posteriormente.

Estudios de inhibición y determinación de CMB 
Los estudios de inhibición se realizaron por triplicado mediante el método de macro dilución 
seriado descrito por Taroco et al. (2006). Cada seriación se hizo por triplicado para cada una 
de las cepas. Se probaron por separado mieles y CPX. Un alícuota de cada tubo de cada serie 
fue sembrada en agar MH e incubada a 37° por 24 horas. Después se contabilizó la población 
de cada placa, incluyendo el inóculo y se reportó como UFC x10E6. Se estableció como con-
centración mínima bactericida (CMB o 100% de efecto) aquella concentración a la cual ya no 
había crecimiento detectable en placa. 

Curva dosis-efecto: Se define como mortalidad a la diferencia entre la población inicial (inóculo) 
y la contabilizada en placa a cada concentración de antimicrobiano. Se define como efecto a la 
relación entre el promedio de la mortalidad de las tres repeticiones en cada concentración y la 
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población inicial expresada en porcentaje. La curva dosis-efecto se construye por el log de las 
concentraciones vs el porcentaje de efecto obteniéndose una recta, (Curva dosis-efecto) y se 
determinó la ecuación correspondiente. Finalmente, con dicha ecuación se calculó la concen-
tración a la cual se obtendría el 50% de efecto siendo esta la CE50. 

Las diluciones en el ensayo de cada miel fueron 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56, y 0.78% en 
relación v/v respectivamente y de ciprofloxacino 32, 16, 8, 4, 2, 1 y 0.5 μg/ml.

Combinaciones
Para evaluar las combinaciones entre las mieles y CPX se siguió la metodología descrita por 
Tallarida (2001) para estudios isobolográficos. Estas combinaciones se evaluaron sólo en la 
cepa SARM. Esta metodología se basa en el supuesto de que al combinar dos antimicrobianos 
a concentración que cada uno de ellos produzca un efecto del 50%, entre los dos tendrán una 
inhibición al 100% (efecto simple aditivo), pero, si las combinaciones se diluyen y el efecto es 
el mismo, entonces se obtendría un efecto sinérgico.

Análisis de datos 
Los datos se sometieron a un análisis de varianza (ANOVA) con los softwares Microsoft Excel®   
y el SPSS ver. 19.0.

Resultados y discusión 
La mortalidad se basó en el efecto de inhibición que presentaron las cepas al CPX y/o a la miel 
de las abejas nativas incluidas en el presente trabajo. La cepa ATCC sólo sirvió como control y 
presentó una inhibición total ante CPX. En el caso de la cepa SARM ante CPX, la tabla 1 muestra 
el porcentaje de efecto obtenido. Como puede apreciarse, las concentraciones 32 y 16 mg/ml 
presentan una inhibición del 100%, pero a 8 mg/ml empieza a detectarse un crecimiento en los 
cultivos. Las diluciones de 2 mg/ml y restantes presentaron un crecimiento irrestricto, por lo que se 
infiere un efecto nulo en ellas.

Tabla 1.

Inhibición de SARM con ciprofloxacino

Concentración (mg/ml) % efecto*

32 100

16 98

8 43

4 22

2 0

1 0

0.5 0

* Promedio del triplicado
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La tabla 2 muestra el efecto inhibitorio de las mieles ensayadas. La miel proveniente de M. solani no 
presentó ningún efecto inhibitorio en las concentraciones ensayadas. Sin embargo, las restantes tu-
vieron un comportamiento muy parecido, dejando de ser totalmente efectivas a la dilución del 6.25 %.

Tabla 2.

Porcentaje de inhibición en pruebas de mieles contra SARM.

Concentración (%) M. beecheii M. solani S. mexicana

50 100 0 100

25 98 0 90

12.5 34 0 43

6.25 0 0 0

3.125 0 0 0

1.56 0 0 0

0.78 0 0 0

Las correspondientes curvas dosis-efecto de cada antimicrobiano arrojó las CMB (100% de 
efecto) a 5.4 mg/ml de CPX+11% de miel M. beecheii; 5.4 mg/ml de CPX+11.1% de miel S. 
mexicana y 5.4 mg/ml de CPX+25% de miel M. solani. Con base a esto, se ensayaron las si-
guientes combinaciones, mostradas en la tabla 3. Debido a que M. solani no presentó, por sí 
sola, efecto inhibitorio, se combinaron las concentraciones a partir del 50%.

Tabla 3.

Porcentaje de efecto en las combinaciones.
CPX + 

M. beecheii % de efecto CPX + 

S. mexicana % de efecto CPX + 

M. solani % de efecto

10.8 + 22 100 10.8 + 22.2 100 10.8 + 50 100

5.4 + 11 100 5.4 + 11.1 100 5.4 + 25 100

2.7 + 5 48 2.7 + 5.5 0 2.7 + 12.5 0

Para CPX las concentraciones están en mg/ml y para las mieles en %.

La combinación de CPX con miel de S. beecheii presenta resultados ligeramente superiores en la 
efectividad con respecto a la combinación con las otras dos especies de abejas nativas. Como se 
especificó en la metodología, las combinaciones teóricas suponen que al combinar dos CE50 el 
resultado sería de una inhibición del 100%, pero, al disminuir la concentración (5.4 + 11) el porcentaje 
de inhibición persistió. Esto es sinónimo de un sinergismo. Sin embargo, al combinar 5.4 mg/ml de 
CPX con 11% de miel, la inhibición al 100% persiste. Esto se repite en las demás combinaciones.

La miel de abejas melíferas de origen monofloral y polifloral contiene una cantidad variable de 
alcaloides y flavonoides que al combinarse con antibióticos pueden ser útiles en el tratamiento 
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de cepas resistentes, como lo reportado para E. coli por Pourahmad y Ghalamfarsa (2021) lo 
que explica el comportamiento detectado en nuestros resultados.

Las cepas SASM y SARM pueden ser inhibidas por mieles de abejas nativas de las especies S. 
bipunctata y S. postica, debido a una posible acción sinérgica de los diferentes componentes, 
tales como el peróxido de hidrógeno, azúcares y otros compuestos no identificados (Nishio et al., 
2016). En contraste, nuestros resultados muestran que no se obtuvo una inhibición completa de 
la cepa de estudio, y así como en otros trabajos, las concentraciones y la especie de abeja fueron 
las principales directrices de este efecto (Batiston et al., 2020). 

La actividad antimicrobiana no únicamente se observa en mieles sino también en propóleos 
contra cepas resistentes a la meticilina de S. aureus, por lo cual puede sugerirse un efecto con-
junto de miel, propóleos o incluso polen que pudiera estar contenido en las mieles estudiadas y 
conferir propiedades inhibitorias (Grajales et al., 2021; Nweze et al., 2016; Wasihun y Kasa 2016). 
El estudio a detalle de la composición de las mieles de abejas sin aguijón es necesario ya que 
pueden haber diferencias de acuerdo al contenido de la actividad de péptidos o proteínas con 
actividad antibacteriana, tal como lo demostró Ramón et al., (2022), donde las mieles de M. bee-
cheii mostraron amplio espectro antibacteriano y actividad antioxidante a través de mecanismos 
como agente reductor y propiedades de promotor de radicales libres.

Se han obtenido resultados similares a este trabajo al comparar mieles de Apis mellifera y abejas 
sin aguijón que van del 6.3-50% y del 3.1-25% respectivamente en  la inhibición de E.coli, C. albi-
cans, P. aeuruginosa y C. neoformans (Nweze et al., 2016). Esta actividad antimicrobiana depen-
diente de la composición fisicoquímica de las mieles de abejas sin aguijón ha quedado demostrada 
para M. mondury, M. quadrifasciata, S. bipunctata, Tetragona clavipes que muestran de acuerdo a 
la especie, diferentes grados de inhibición contra microorganismos (Topolski et al., 2020). 

La prueba ANOVA no arrojó diferencias significativas entre las tres combinaciones, por lo que 
se infiere que tienen efectos similares.

Conclusiones
La presencia de SARM es afectada por la concentración de ciprofloxacino en combinación con 
las mieles ensayadas. La miel de M. solani no mostró efecto inhibitorio de los microorganismos 
por sí sola, pero de manera combinada se encontró evidencia de efecto sinérgico con CPX.
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