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PROPOSAL OF A METHODOLOGY TO QUANTIFY THE ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF HONEY.

SUMMARY

In this study a standardized method for objectively comparing the antibacterial activity of honey was developed. The assay was
performed using a strain of S. aureus and four honeys that have been shown antibacterial activity against this strain. The antibacterial
activity of honeys were checked by using an agar plate diffusion method using S. aureus (ATCC 29213) as the test organism. On the
surface of each agar plate six stainless steel cylinders with a diameter of 8,14 mm were radially disposed. Onto each cylinder 0,1 mL of
sample honey at 10% v/v was placed and all Petri dishes were incubated at 35°C during 24 h. Each sample were analyzed by triplicate.
The surface of the cylinder diameter was set as reference antibacterial activity equivalent to minimal inhibitory concentration (MIC).
The antibacterial activity of each honey was quantitated by the relationship between the surface of the inhibitory zone and the surface
of the reference activity expressed as multiples of MIC (x MIC). The method allowed establishing differences between the bacterial
activities of the different honeys tested and could be used for identifying honeys that could be employed with medicinal purp ose for

the treatments of wounds.
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La actividad antibacteriana de la miel era reconocida en
la antigliedad por pueblos como el egipcio o el
babilénico, que habian previamente descripto los
beneficios de la misma en la prevencion de infecciones
y la curaciéon de heridas (Malone y Tsai, 2016; Oryan et
al.,, 2016). La actividad antibacteriana de la miel se
atribuye a su elevada osmolaridad, acidez,
concentracion de peréxido de hidrégeno y radicales no
perodxidos tales como éxido nitrico y fenoles (Becerra
Torrejon et al., 2016). Muchas técnicas in vitro se han
reportado para evaluar la actividad antibacteriana de la
miel, sin embargo no se ha reportado ningin método
estandarizado para realizar comparaciones entre
distintas mieles respecto de una actividad basal o de

referencia. El objetivo de este trabajo fue desarrollar un
método que permitiera comparar de manera objetiva la
actividad antibacteriana de distintas mieles. Se utilizé
una cepa estandarizada de Staphylococcus aureus vy
cuatro mieles que en ensayos realizados previamente
en el Laboratorio de Farmacologia y Toxicologia, FCV-
UNL, habian mostrado actividad antibacteriana in vitro
sobre S. aureus (Tabla 1).

Con un cultivo nuevo de S. aureus (ATCC 29213) se
prepard una suspension (0,5 x 105 ufc/mL) en solucién
fisioldgica con el que se inoculé agar Mueller Hinton
esterilizado a una temperatura de 45 °C a razén de 0,1
mL de suspensién cada 100 mL de agar. Se sembraron



placas con agar hasta un espesor aproximado de 3 mm.
Sobre la superficie de cada placa se colocaron en
disposicion radial cuatro cilindros de acero inoxidable
de 8,14 mm de didametro y 8,14 mm de altura. Un
volumen de 0,1 mL de cada miel al 50% v/v se colocd en
el interior de cada cilindro. El ensayo fue realizado por
triplicado. Las placas se colocaron en estufa a 35°C
durante 24 h. Transcurrido ese periodo se retiraron los
cilindros y se midié el diametro del halo de inhibicién
(A) y el halo central (B) determinado por los bordes del
cilindro de acero inoxidable. Asumiendo que el
diametro del halo A es originado por la migracién de los
factores con actividad antibacteriana a través de la fase
acuosa del agar, se asume que el limite entre la zona de
inhibicién y la zona de crecimiento (C) corresponde a la
concentracidn inhibitoria minima de la miel (CIMM).
Como actividad de referencia se considerd la superficie
del halo de inhibicidon equivalente el diametro central
del cilindro de acero inoxidable, asumiendo que esa es
la menor actividad antibacteriana cuantificable, tal
como se presenta en la figura 1.

La cuantificacion de la actividad antibacteriana de cada
miel se determind estableciendo la relacion entre la
superficie del halo central (Sc) y la superficie del halo de
inhibicion (Si) utilizando las ecuaciones 1 a 3.

S. = m-(r,)? donde 7. = (BH,)/2 Ecuacién 1
S; = m-(r)? donde 1, = (BH,)/2 Ecuacién 2
X CIM = S;/S. Ecuacién 3

Donde, Scy Si son las superficies (mm2) del halo central
y de inhibiciédn respectivamente, rc y ri son los radios
del halo central y de inhibicidn respectivamente, @Hc y
@Hi son los didmetros del halo central y de inhibicion.
La relaciéon entre Si y Sc determina el valor de los
multiplos de la CIMM presentes en la Si.

Los halos de inhibicién resultantes de la actividad de las
cuatro mieles se presentan en la figura 2. Lla
cuantificacion de la actividad de las cuatro mieles (A, B,
C y D) expresadas como multiplos del valor de Sc
equivalente a la CIMM se presenta en la tabla 2.

Los resultados obtenidos muestran que el
procedimiento empleado permitié cuantificar vy
comparar objetivamente la actividad antibacteriana de
las mieles seleccionadas. Si bien todas las mieles
deberian presentar actividad antibacteriana, el grado
de esta puede variar segun las especies florales, la zona
geografica, la estacion climatica, el procesamiento
(cosecha) y la conservacién de las mismas. El
procedimiento de cuantificacion de la actividad
antibacteriana presentado en este estudio puede ser
empleado para identificar mieles que puedan
emplearse con fines medicinales para el tratamiento de
heridas.

Figura 1. Representaciéon grafica de la cuantificacién de la
actividad antibacteriana de miel determinada por la técnica del
cilindro en placa. Donde A y B son los didmetros del halo de
inhibicién y el halo central respectivamente y C corresponde a
la interfase equivalente a la concentracion inhibitoria minima
de la miel.

Figura 2. Halos de inhibicién resultantes de la actividad sobre
S. aureus de cuatro mieles (A, B, C y D) al 50% v/v sobre placa
de agar.

Tabla 1. Caracterizacion de cuatro tipos de mieles que en
ensayos realizados previamente en el Laboratorio de
Farmacologia y Toxicologia, FCV-UNL habian presentado
actividad antibacteriana sobre S. aureus.

Identificacion | Denominaciéon | Tipo de | Ciudad de | Provincia
miel origen
A “Monacal” Comercial Victoria Entre Rios
B* FCV-UNL Productor Esperanza | SantaFe
“El Ocaso” Productor Esquina Corrientes
D “Don Productor San Santa Fe
Francisco” Martin

(*) Miel producida por el Grupo Funcional Apicola de la FCV en
el apiario de la Unidad Académico Productiva (UAP) de la FCV-
UNL.

Tabla 2. Cuantificacion de la actividad de las cuatro mieles (A,
B, C y D) expresadas como multiplos de la superficie de
inhibicidn central (x CIM) equivalente a la CIMM.

Actividad
x CIM

Halo central Halo periférico

% v/v ") 2 @ mmz
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