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RESUMEN

El objetivo del estudio fue valorar la capacidad antimicrobiana frente a diferentes cepas de
referencia (Staphylococcus aureus subsp. aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans), de mieles de diferentes origenes florales y
geograficos y valorar las posibles diferencias en dicha capacidad entre mieles similares de
diferentes cosechas. Se seleccionaron seis mieles espafiolas acogidas a marcas de calidad,
asi como dos mieles ecoldgicas recogidas durante dos cosechas consecutivas. Los tests
antimicrobianos fueron llevados a cabo en microplacas de 96 pocillos utilizando caldo
nutritivo o medio BHI para las bacterias y medio YPD para la levadura. El indculo fue afiadido
a todas los pocillos y las microplacas fueron incubadas a 37°C durante 24 horas en el caso
de las bacterias y a 25°C durante 48 horas en el caso de las levaduras. La actividad
antimicrobiana fue detectada adicionando 20 pl de una solucién de TTC (cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazoilo) al 1%. La concentracién minima inhibitoria (CMI) fue definida como la
concentracion de miel mas baja capaz de inhibir el crecimiento microbiano. Segun los
resultados observados podemos concluir que las mieles estudiadas presentan principalmente
actividad antibacteriana a unas CMI en torno al 20%.

INTRODUCCION

Uno de los mayores problemas sin resolver en el ambito de la salud publica desde comienzos
de siglo es la aparicién de resistencias microbianas a los agentes antimicrobianos de uso
comun. La evolucidn incesante de resistencias unida a la disminucion en el desarrollo de
nuevos agentes antimicrobianos activos contra patdgenos resistentes ha conducido a un
aumento en el nimero de casos en los que el patdgeno es resistente a la mayoria o incluso a
todos los farmacos disponibles para su tratamiento. Ante esta situacion son necesarias
alternativas terapéuticas eficaces y a ser posible que no permitan la aparicion de cepas
resistentes.

La miel es un alimento natural con propiedades bioactivas conocidas desde la antigliedad.
Sus propiedades antimicrobianas han sido descritas por muchos autores (Garedew y col.,
2004; Estevinho y col., 2008; Truchado y col. 2009; Fidaleo y col., 2010; Gomes y col.,
2010; Silici y col. 2010; Deb Mandal y Mandal, 2011; Feas y col., 2011; Melliou y Chinou,
2011; Patel y col., 2011; Voidarou y col., 2011; Ayaad y col., 2012). Ademas de su alta
osmolaridad, su baja actividad de agua y la presencia de acidos organicos, las propiedades
antimicrobianas de la miel se relacionan también con otros compuestos minoritarios
presentes en la misma. Entre estos compuestos se encuentran el peréxido de hidrégeno,
enzimas como, la catalasa (Weston, 2000) o la lisozima asi como &acidos fenodlicos y
flavonoides (Snowdon y Cliver, 1996) o péptidos bioactivos de bajo peso molecular.

El objetivo del presente trabajo fue determinar la capacidad antimicrobiana de mieles
espafiolas de diferentes origenes florales y geograficos con vistas a una posible utilizaciéon de
las que presenten una mayor capacidad antimicrobiana en la prevencién y tratamiento de la
mucositis oral. La mucositis oral es un efecto secundario a los tratamientos de radio y/o
quimioterapia que afecta al 80-90% de los pacientes que la reciben. Se trata de un proceso
complejo en el que intervienen el dafio oxidativo y el dafo directo al ADN, la inflamacién y la



colonizaién de la mucosa por microrganismos patdgenos. Los tratamientos que existen
actualmente no son del todo satisfactorios y en el caso de la terapia antimicrobiana existe
desarrollo de resistencias. La miel podria ser una alternativa terapéutica mas eficaz y menos
costosa, ya que presenta de forma simultdnea actividad frente a diferentes mecanismos
fisiopatoldgicos implicados en el desarrollo de la mucositis.

Por otro lado se valoraron también las posibles diferencias que se pueden presentar en la
capacidad antimicrobiana de mieles con un mismo origen floral y geografico pero cosechadas
en diferentes afos.

MATERIAL Y METODOS
Muestras de miel

Se seleccionaron seis mieles espafolas de diferentes origenes florales y geograficos,
acogidas a marcas de calidad. Miel de aguacate (Persea sp.) y miel de castafo (Castanea
sp.) de la DOP Mijel de Granada; miel de espliego (Lavandula sp.) y miel de romero
(Rosmarinus officinalis) de la DOP Miel de La Alcarria; miel de silva (Rubus sp.) y miel de
eucalipto (Eucalyptus sp.) de la IGP Miel de Galicia, asi como dos mieles ecolégicas miel de
tomillo (Thymus sp.) y miel de brezo (Erica sp.), recogidas durante dos cosechas
consecutivas, afios 2010 y 2011. Ademas fue utilizada como control una miel de Manuka,
considerada de grado médico, con una capacidad o factor Manuka MGO 550%, destacada en
la bibliografia como una de las mas activas en relacién a su capacidad antimicrobiana.

Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana fue medida frente a cepas de referencia de microorganismos
patégenos asociados a la presencia de mucositis oral. En concreto fueron estudiadas cepas
de dos bacterias Gram-positivas (Staphylococcus aureus subsp. aureus CECT 86 y
Streptococcus pyogenes CECT 985), dos bacterias Gram-negativas (Escherichia coli CECT
515 y Pseudomonas aeruginosa CECT 110) y de una levadura (Candida albicans CECT 1002).
El indculo utilizado para los ensayos se preparé como una suspension de microrganismos en
agua destilada ajustada a 0,5 en la escala Mac Farland confirmada por espectrofotometria
con lecturas a 580 nm para bacterias o0 640 nm para levaduras. Los tests antimicrobianos
fueron llevados a cabo segun Silva y col., 2012 con algunas modificaciones. Se utilizé caldo
nutritivo o medio BHI para las bacterias y medio YPD para la levadura en microplacas de 96
pocillos. Las muestras de miel fueron diluidas en agua estéril y colocadas en la primera linea
de pocillos. Posteriormente se llevaron a cabo diluciones seriadas de dichas muestras. El
inéculo fue anadido a todas los pocillos y las microplacas fueron incubadas a 37°C durante
24 horas en el caso de las bacterias y a 25°C durante 48 horas en el caso de las levaduras.
En cada experimento se trabajo con un control positivo (medio inoculado) y un control
negativo (medio de cultivo sin inocular). La actividad antimicrobiana fue detectada
adicionando 20 pl de una solucidon de TTC (cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazoilo) al 1%. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) fue definida como la concentracién de miel mas baja
capaz de inhibir el crecimiento microbiano que fue visualizado por la reduccién microbiana
del TTC y la aparicidon de una coloracion. Todos los test fueron realizados por triplicado y los
resultados expresados en mg/ml.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad antimicrobiana de las muestras de miel
utilizadas en este estudio quedan recogidos en la tabla 1 y se expresaron como las
concentraciones minimas de miel (mg/ml) capaces de inhibir el crecimiento microbiano.

De forma general se observa que las diferentes mieles estudiadas muestran un espectro de
accién antimicrobiana muy parecido, estableciéndose diferencias no significativas entre unas
muestras y otras. A pesar de estos resultados son varios los autores que describen una gran
variabilidad entre el origen floral de la miel y su capacidad antimicrobiana (Baltrusaityte y
col., 2007; Mundo y col., 2004; Taormina y col., 2001) y una clara diferenciacion entre la
sensibilidad de microorganismos gram-positivos y gram-negativos (Socha y col., 2009;
Taormina y col., 2001; Basualdo y col., 2007; Estevinho y col., 2008) algo que tampoco se



pone de manifiesto en este estudio ni fue observado por otros autores como Isla y col.,
2011. La miel de Manuka mostré una buena actividad antimicrobiana frente a S. aureus, S.
pyogenes y E. coli aunque la actividad fue similar o inferior en los demas casos, este
resultado es esperable dada la especial sensibilidad de los microorganismos al metilglioxal,
compuesto presente en este tipo de miel pero ausente a concentraciones detectables en el
resto de mieles ensayadas.

Es bien conocida la capacidad de resistencia osmética de las levaduras lo que explica su
relativa insensibilidad a la miel en comparacion con las bacterias estudiadas. Fueron
necesarias concentraciones de miel en torno a 0,538-0,605 mg/ml para producir la inhibicidn
en el crecimiento de C. albicans si bien algunas muestras como la miel de eucalipto
cosechada en el afio 2011 y la miel de romero no consiguieron esta inhibicion ni a las
concentraciones mas altas. Esta mayor resistencia de C.albicans ha sido descrita por otros
autores (Lusby y col., 2005; Moussa y col., 2012)

Tabla 1.

Concentraciones

minimas

inhibitorias

(CMIs) (mg/ml) obtenidas

para

la actividad

antimicrobiana de muestras de miel frente a microrganismos de referencia (valor medio = SD)

Muestra Aiio S.aureus S.pyogenes E.coli P.aeruginosa C.albicans
2010 NI 0,168+0,07 NI 0,251+0,00 __ 0,600%0,00
Aguacate o, | 55:0,00 0209£0.07  0,252%0,00 0,252+0,00 0,605+0,00
Castafio 2010 0,254£0,00  0,212£0,07  0,254%0,00 0,212£0,07 __ 0,603%0,00
2011 0,25240,00  0,252+0,00  0,25240,00 0,252+0,00 0,603+0,00
Silva 2010 0,212£0,07 __ 0,212£0,07 __ 0,254%0,00 0,169+0,07 __ 0,556%0,00
2011 0,252+0,00  0,252+0,00 NI 0,252+0,00  0,60240,00
Eucalipto 2010 0,253£0,00  0,253%0,00  0,253%0,00 0,253£0,00 __ 0,604+0,00

2011 0,25040,00  0,250+0,00  0,25040,00 0,250+0,00 NI

2010 NI 0,254£0,00 NI NI NI

Romero ™ )| NI NI 0,2543£0,00  0,2543%0,00 NI
Espliego %81(1) 0,252%0,00  0,252%0,00  0,252%0,00 0,252%0,00  0,600%0,00
Brezo 2010 0,251%0,00  0,125%0,00  0,251%0,00 0,251£0,00 __ 0,589+0,00
2011 0,254+0,00  0,1691+0,07  0,254%0,00 0,254+0,00 0,53840,03
Tomillo 2010 0,253£0,00  0,1263%0,00 NI 0,253£0,00 __ 0,605%0,00
2011 NI 0,254+0,00 NI 0,254+0,00  0,603%0,00

2010 - - - = =
Manuka . " (0631000  0,127£0,00  0,127+0,00 0,2110,07 0,604%0,00

NI las concentraciones de miel utilizadas no inhibieron el crecimiento microbiano
(*)Existen diferencias significativas entre muestras del mismo tipo cosechadas en diferentes afios
(-) No existe muestra de la cosecha consecutiva para poder realizar una comparativa entre cosechas

La actividad antimicrobiana no varié ostensiblemente segin el ano de cosecha aunque se
observaron diferencias de actividad resefiables en relacidon con la sensibilidad relativa de
especies concretas segun el tipo de miel, en algunos casos se observé correlacién entre una
disminucién de la actividad con respecto al tiempo transcurrido desde la cosecha.

CONCLUSIONES

La actividad antimicrobiana de las mieles estudiadas es esencialmente antibacteriana con
valores de CMI cercanas al 20%.

La actividad antifungica frente a Candida albicans fue comparativamente muy inferior
requiriendo en todo caso concentraciones por encima del 50% para observar una actividad
apreciable.

Son necesarios estudios encaminados a determinar la contribucidon relativa de diversos
mecanismos de acciéon como el pH, la presencia de perdxido de hidréogeno o la presencia de
péptidos activos de pequefio peso molecular, asi como estudios que permitan dilucidar a qué
niveles actlan los diferentes mecanismos antimicrobianos implicados.
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