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RESUMO

As colbnias de abelhas sem ferrdo sdo um reservatorio natural de
microrganismos que podem estar presentes no mel, no polen e outros
microambientes de todo o ninho. As abelhas, assim como outros insetos
sociais, apresentam complexas interacdes simbiodticas, que ao longo da
evolucao forneceu uma interacdo ecologica que ajudou na preservagdo das
colmeias, favorecendo a vida desses insetos e dando-lhes vantagens de
sobrevivéncia. Varios microrganismos associados a abelhas sem ferrao,
principalmente bactérias esporulantes do género Bacillus, produzem substancia
gue inibem o crescimento de microrganismos competidores que contaminam e
deterioram o alimento estocado nas colméias. Nesse contexto, esse trabalho
teve 0 objetivo de isolar bactérias de abelhas sem ferrdo do grupo (apidae:
meliponini) para verificar a capacidade da microbiota frente a microrganismos
patogénicos de interesse para saude humana Escherichia coli e
Staphylococcus aureus. No teste de antagonismo foram usados amostras de
mel de Melipona asilvai no qual foram feitas diluicdes 10" a 10* que em
seguida foram submetidas a hipertermia em banho maria a 80°C. Foram
selecionados 10 morfotipos bacteriano esporogénicos que foram submetidos a
teste de antagonismo, porém apenas seis inibiram o crescimento de bactérias
patogénicas com halo de inibicdo variando de 1 a 3 mm. As amostras de méis
de M. subnitida, scaptotrigona sp e Friosiomelitta armazenadas ha mais de dois
anos e de Melipona asilvai apresentaram auséncia de fungos filamentosos e
coliformes fecais e totais termotolerantes. Isso mostrado que o mel possui uma
capacidade de se manter asséptico de microrganismos deteriorantes. Todas as
amostras de méis apresentaram bactérias aerObias mesofilas totais, em
concentracdes variando de 2,9 x 10* a 9,79 x 10* UFC/g de mel. Embora o mel
possua altas concentracdes de agucares gue inibem o crescimento microbiano,
varias bactérias conseguem resistir a alta pressdo osmoética e sobreviver nesse
substrato, tornando-o um reservatorio natural de microrganismos que acabam
sendo benéficos a colénia e servindo como uma barreira contra
microrganismos contaminantes.

Palavras chaves: Antagonismo, resisténcia, caatinga, meliponini.



ABSTRACT

Stingless bee colonies are a natural reservoir of microorganisms that may be
present in honey, pollen and other microenvironments throughout the nest.
Bees, like other social insects, have complex symbiotic interactions that,
throughout evolution, provided an ecological interaction that helped preserve
the hives, favouring the life of these insects and giving them a survival
advantage. Several microorganisms associated with stingless bees, mainly
sporulating bacteria of the Bacillus genus, produce substances that inhibit the
growth of competing microorganisms that contaminate and deteriorate the food
stored in the hives. In this context, this work aimed to isolate bacteria from
stingless bees of the apidae: meliponini group to verify the capacity of the
microbiota against pathogenic microorganisms of interest to human health. In
the antagonism test, samples of honey from Melipona asilvai with 10" to 10™
dilutions were used, which were then submitted to hyperthermia in a water bath
at 80°C. Ten sporogenic bacterial morphotypes were selected and submitted to
an antagonism test, but only six inhibited the growth of pathogenic bacteria with
an inhibition halo ranging from 1 to 3 mm. Honey samples from M. subnitida,
scaptotrigona sp and Friosiomelitta stored for more than two years and from
Melipona asilvai showed absence of yeasts, filamentous fungi and
thermotolerant total coliforms. All honey samples showed total mesophilic
aerobic bacteria, in concentrations ranging from 2.9 x 10* a 9.79 x 10* CFU/g of
honey. Although honey has high concentrations of sugars that inhibit microbial
growth, several bacteria are able to resist high osmotic pressure and survive in
this substrate, making it a natural reservoir of microorganisms that end up being
beneficial to the colony and serving as a barrier against contaminating
microorganisms.

Keywords: Antagonism, resistance, caatinga, meliponini.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Teste de coliformes totais termotolerantes.............cccccvveeeeieveieeennnnnnns

Figura 2 - Na imagem (A), observa-se a retirada do disco com a bactérias
isoladas do mel Melipona asilvai que foram submetidas ao banho maria. Na
(B), colocando o disco sobre a placa contendo as bactérias
ENLEIOPAIOGENICAS. ..o i ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e s s aa s s e b b bn e b e

Figura 3 - Teste de antibiograma bloco de gelose. Na imagem (A), halo de
inibicdo contra E.coli de 2 mm. Na imagem (B), halo de inibicdo contra S.
AUIEUS A€ L MMttt r e e e e e e e e e e e e e eaaeeeeeeaeesbnsnrnnnnes

25

27



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) das
bactérias aerdObias mesodfilas totais a partir de amostras de méis
oL 1P V4T g = To £ LSO U PP O PP PPPPPPI

Tabela 2: Resultado do teste de antagonismo in vitro Bloco de Gelose

com as bactérias isoladas encontrada no mel da abelha Manduri
(MelipON@ @SIIVAID)......eeeiiiiieiiiee e a e e e e e e e e e

25

26



SIGLAS E ABREVIATURAS

AN- Agar Nutriente
MH- Agar Mueller Hinton

°C — Graus Celsius



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ..o e e e e e e
RESUMO ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AB ST R A C T e e e e aaaes
LISTADE FIGURAS ..ottt e e e e e e e aas
LISTADE TABELAS ...ttt e e e e e
SIGLAS E ABREVIATURAS . ..o
1. INTRODUGAO ..ot
2. OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e as
2.1 GEIAI i e e e aaan
2.2 ESPECITICOS cuuiiiiiiii e
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt
3.1 Abelhas sem ferréo Regido da Caatinga..........ccceeeeeeeeiiiiieiiiiiiinnn
3.1.2 Abelhas sem ferr&o Grupo Meliponini..........ccoooivviiiiiiiiiiiiin e

3.2 Interacdo simbiotica entre insetos e microrganismos .........cccceeeeee.
3.3 Produtos naturais DioatiVOS........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e
3.4 Produtos das abelhas sem ferr@o.......cccuvvvviiiiiiiiiie e
3.4.1 COMPOSIGEO MEN...eiiiiiiii e
3.4.2 Uso medicinal do Mel ........coooiiiiiiiiiiiiiii e

3.5 Bactérias indicadoras de Higi€niZagCao .........cccceeeveeeveiiiiieeeeiiiiie e
4. MATERIAL E METODOS ...ttt
4.1 Coleta das amMOSIIAS ....cocuuuiiiieieeiii e
4.2 A Coliformes fecais totais termotolerantes .........cccccvvvvvciiiiiiiiennnn.

4.3 Contagem das bactérias aerdbias mesofilas totais e fungos
FHAMENTOSOS oeeieie e

4.4 Isolamento das bactérias esporogénicas antagonicas.....................
4.5 Teste de antagonismo das bactérias eSporogénicas.........ccccceeeen...
5. RESULTADOS ...ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s s s s s e s nesneeeeees
5.1 Analise de coliformes totais e termotolerantes ...........cccccevvvvvvvnnnnnnnn.

5.2 Contagem de bactérias aerdbias mesofilas totais e fungos
FIHAMENTOSOS ..ot e e e e e e e eeeeeanes

5.3 Teste de antagonismo das bactérias esporogénicas............cccceeennnn.



6. DISCUSSAO .
7. CONCLUSAO

8. REFERENCIAS BIBLOGRAGICAS ...t



1. INTRODUCAO

O grupo das abelhas sem ferrdo esta presente principalmente nas zonas
tropicais, no Brasil a diversidade se estende para mais de 3.000 espécies
(ZANELLA, 2013; VIT, 2013; GRUTER, 2020). Os estudos envolvendo a
associacdo de microrganismos com insetos tém descoberto varias interagées
mutualisticas, mostrando o quanto essa interacdo harménica, ao longo da
evolucéo desses insetos, contribuiu na protecdo contra parasitas, predadores e
patégenos (DA PAIXAO MELOA et al., 2019).

Cerca de 20% dos artrépodes possui interagcdes simbidticas com o0s
microrganismos e essa interacdo desempenha um papel importante na nutricdo
e protecao contra doencas para os insetos (DOUGLAS, 2000; GEBHARDT,
2002). Dentre os insetos, as abelhas destacam-se como fontes de
bioprospeccédo importantes; produtos da colmeia tém sido popularmente
utiizado had décadas para tratamento de varias doencas de origem viral,
bacteriana e fungica (GONCALVES et al., 2005). O mel e pélen séo tratados
como medicinal ha milénios e considerado um alimento vivo e que contém uma
diversidade de microrganismos benéficos tanto para as abelhas quanto para os
homens (WIESE, 1987; NOGUEIRA-NETO, 1997).

Em abelhas sem ferrdo (Apidae, Meliponini), o grupo mais especioso de
abelhas produtoras de mel, varias espécies de bactérias e fungos, ja foram
encontrados nos méis, polen, cera, prépolis e no alimento larval (OLAITAN et
al, 2007; GAIN, 2018). E esses microrganismos estao participando ativamente
da digestdo de alimentos, atuando na protecdo contra infeccdo de agentes
patégenos, parasitarios e ajudando ativamente no processo de
desenvolvimento da colonia (VAN ARNAM et al., 2018; ENGEL et., al 2013).

Segundo trabalho de Menegatti (2018), que insolou a bactéria
Paenibacillus polymyxa de ninho da abelha Melipona scutellaris, e essa
bactéria apresentou uma atividade antagbnica contra dois fungos
enteropatogénicos; Beauveria bassina e Metarhizium anisopliae, devido a sua
alta capacidade de producdo de metabdlitos secundarios. Ensaios in vitro
mostraram que 0s méis de Nannotrigona testaceicornis e Tetratrigonisca

angustula inibiram o crescimento de Bacillus sp, Escherichia coli, Proteus spp,
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Pseudomonas aeroginosa, Streptpcoccus pyogenes, Staphylococcus spp.,
coagulase-positiva (GOLCALVES et al., 2005; BOBANY et al., 2010). No mel
de Melipona fasciata foram encontrados Bacillus. circulans e Bacillus alvei
produtores de acidos organicos, como acido acético e antibioticos que inibem o
crescimento de bactérias contaminantes no alimento estocado na colmeia
(GILLIAM, 1990).

As pesquisas de produtos naturais bioativos tem ganhando importancia
para a manutencdo da saude de seres humanos, uma vez que bactérias
patogénicas estdo resistentes as drogas sintéticas atualmente usadas no
combate as infeccdes (GUIMARAES et al., 2010), e como a maior parte de
produtos farmacéuticos terapéuticos para saude humana, como; antibioticos,
probioticos, imunossupressores, redutores de colesterol, anticancerigenos e
cicatrizantes possui sua origem quimica derivada de produtos naturais, pois
grande parte desses efeitos bioldgicos advém dessa simbiose entre insetos e

microrganismos.

Tendo em vista a importancia e diversidade das abelhas sem ferrdo, o
trabalho visa encontrar futuramente microrganismos que apresentem moléculas
bioativas proveniente dessa interagcdo capazes de serem utilizadas na

terapéutica.

2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Determinar a qualidade microbiolégica do mel e isolar bactérias
esporogénicas a partir do mel de abelhas sem ferrdo (Apidae, Meliponini) e
testar o potencial antagonista dos isolados esporogénicos contra bactérias

relacionadas a infec¢cdes em seres humanos.

2.2 Especificos

e Analisar a qualidade microbiol6gica do mel através da contagem de
coliformes totais e termotolerantes.

e Analisar a qualidade microbiolégica do mel através concentracdo de
bactérias aerébias mesdfilas totais e fungos filamentosos do mel.
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e Determinar a concentracdo de bactérias aerdbias mesofilas totais e fungos
filamentosos do mel.

e Isolar bactérias esporogénicas com potencial antagénico a patégenos.

e Realizar o teste de antagonismo dos isolados esporogénicos frente as
bactérias patogénicas Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Abelhas sem ferrdo Regido da Caatinga

A Caatinga é a segunda regido semiarida mais populosa do mundo, um
bioma que se estende por todos os Estados do Nordeste e parte de Minais
Gerais (FRANCA-ROCHA, 2007). Segundo IBGE (1997), cobre 9,92% do
territorio nacional e sua area € de 844. 453 km?. Entre todos os biomas do
Pais, a Caatinga € o0 menos estudado cientificamente, e um dos mais
ameacados, devido ao uso inadequados dos recursos naturais (FRANCA-
ROCHA, 2007).

Mas nos ultimos tempos esse olhar tem mudado em relagdo ao estudo
desse bioma, em especial quando se trata das abelhas sem ferrdo e sua
interagdo ecologica (ZANELLA, 2013). A caatinga possui muitas espécies
endémicas e raras de abelhas sem ferrdo, que esta relacionado aos dominios
morfoclimaticos presentes na regido semiarida, a existéncia de faixas de
transicdo promove a caatinga ser um dominio fitogeogréafico bastante diverso
para diversidade de abelhas sem ferrdo (ZANELLA, 2000).

No Brasil, a familia Apidae, a que tem os hébitos sociais mais avancados
apresentam guatro subfamilias: Apinae, Meliponinae, Bombinae e Euglossinae,
e essas abelhas compartilham uma caracteristica em comum, que € ter nas
tibias das pernas traseiras das fémeas uma concavidade denominada corbicula
onde elas carregam o pélen das flores ou outras substancias para os seus
ninhos (NOGUEIRA-NETO, 1997).

3.1.2 Abelhas sem ferrdo Grupo Meliponini

As abelhas sem ferrdo pertencem a ordem Hymenoptera, familia Apidae,
tribo Meliponini, também conhecidas como “abelhas indigenas” e “abelhas

nativas”, € um grupo taxondmico antigo e diversificado de abelhas sociais,
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encontradas principalmente nas regifes tropicais e subtropicais da Africa, Asia,
Australia e Américas (GRUTER, 2020). Possuem aproximadamente 550
espécies, sendo que sua maior abundancia de espécies € localizada em
florestas tropicais de varzea, em especial na bacia amazénica (MICHENER,
2007; ASCHER & PICKERING, 2020).

No Brasil, as espécies de meliponineos chegam a cerca de 300,
distribuidas em 29 géneros (SILVEIRA et al. 2002). Nas regibes Norte e
Nordeste esse grupo ganha destaque, em virtude da criagdo pela populacdo
(GONCALVES et al., 2005). Segundo Imperatriz (2004), o Norte e o Nordeste
possuem uma maior apreciacdo por essas abelhas, pelo seu valor econémico

gue os produtos dessas abelhas podem gerar para a renda familiar.

Com isso, valor das abelhas sem ferrdo nessas localidades ndo esta
apenas relacionado a economia, ha muito tempo os produtos dessas abelhas
também é usado pelas civiliza¢des ao redor do mundo como produto medicinal
(SILVA et al., 2012). Produtos da colmeia tém sido popularmente utilizados ha
décadas para tratamento de varias doencas de origem viral, bacteriana e
fungica (GONCALVES et al., 2005).

3.2 Interagdo simbidtica entre insetos e microrganismos

Os estudos envolvendo associacdo de microrganismos com insetos tém
mostrado varias interacdes mutualisticas, destacando o quanto essa interacao
estdo ligada a sobrevivéncia dos insetos, ajudando na protecdo contra
parasitas, predadores e patdgenos (WEILAN GOMES et al., 2019). Essa
microbiota produz compostos que ajudam na nutricdo das abelhas e na
protecdo contra microrganismos deteriorantes do alimento estocado na
colmeia, Assim dando-lhe vantagens de sobrevivéncia (MUTHKUMARASAMY
et al., 2005; FAVIA et al.,2008; MENEZES et al., 2015).

Menezes et al. (2015), demostrou em sua pesquisa a interacdo entre
uma espécie de fungo que vive e simbiose dentro do disco de cria das larvas
das abelhas sem ferrdo da espécie Scaptotrigona depilis, que auxilia no
desenvolvimento larval, e sem esse fungo as larvas nédo se desenvolvem de

forma saudavel ou ndo chegaram a completar seu ciclo. Machado (1971),
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realizou um estudo entre a associagdo das bactérias do género Bacillus nas
colénias de Melipona quadrifasciata, e apds a aplicacdo de um antibacteriano
(estreptomicina) ao alimento da colénia e eliminando as bactérias do
microbioma a colénia morreu cerca de um més depois, mostrando assim que
as bactérias encontradas no alimento larval participa da vida e qualidade desse

material.

E visto que produtos naturais isolados de microrganismos fornecem um
potencial relevante para saude humana, pois novos medicamentos, como
antibidticos e antifingicos tem sido descobertos a partir desses microrganismos
(PINTO, 2002). A prospeccdo por novos compostos encontrados nos
ecossistemas naturais vem ganhado destaque, especialmente aqueles
oriundos de interacbes mutualisticas harmoénicas, considerando que essas
simbioses acabam fornecendo produtos naturais ou moléculas que apresentam
acOes secundérias bioativas que sdo de grande interesse para o homem
(FAULKNER, 2000; OLIVEIRA, 2013; GUIMARAES et al., 2010; MEINWALD,
2011).

3.3 Produtos naturais bioativos

Um produto natural € uma substancia quimica que apresente um feito
toxico ou terapéutico, que € produzida por razdes fisiologicas especificas do
organismo, sendo a ecologia dos organismos produtores sdo que determinam
esses efeitos (CONTI, 2012). E essa interacdo simbiotica traz uma funcao
ecolégica bastante promissora para a bioprospeccdo de novas moléculas
biolégicas com grande potencial para satde humana (GUIMARAES et al.,
2010).

Com isso, as pesquisas tém sido voltadas para procura produtos
naturais bioaivos para producdo de novos farmacos, em especial a resisténcia
microbiana, que sofreu declinio no comeco do século XIX, em pro da industria
que fez investimento focando nas moléculas ja conhecidas, por meio das
técnicas de sintese combinatdria e sintese alto desempenho, que permitia
fabricar em excesso e combinar os elementos para criar novas substancias das

moléculas pré-existentes, e com isso, 0s microrganismos adaptaram e se
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tornaram resistentes a maior parte dos farmacos produzidos por essas técnicas
(GUPTA et al., 2009; NEWMAN et al., 2012; CONTI; 2012).

3.4 Produtos das abelhas sem ferrdo
3.4.1 Composicao mel

As colbnias das abelhas sem ferrdo possuem uma conformacao
estrutural diferente quando comprado a espécie de abelha Apis melifera: o
armazenamento do mel e pélen quando produzido é armazenado em potes de
comida, essa maneira de armazenamento esta ligado ao lugar onde vivem; as
colénias localizadas na caatinga ou em zonas semiaridas do Norte da Australia
passam por periodos de estiagem, que leva a um periodo floral escasso, e
assim, precisam estocar esse produto para sua sobrevivéncia (GRUTER,
2020).

A composicdo do mel dessas abelhas varia de acordo com a espécie,
regido geografica e recurso floral que utilizam; isso leva uma a textura, sabor,
coloracdo e composicao quimica diferente para cada espécie (VIT et al., 2013).
Mas essas variedades de méis de Meliponineos também estéo ligadas a outros
fatores, como: o maior teor de agua, que chega entre 30% a 42% do total do
contelido, fazendo o mel ser menos viscoso e possuir maior concentracao de
microrganismos e uma acidez bastante elevada, que acaba levando a
diferencas de odores e sabores, que sao fatores que tornam esse produto tdo
variado (SOUZA et., 2006; VIT et., 2013; GRUTER, 2020).

O mel possui na sua composicao: frutose, glicose, sacarose e maltose,
sendo que a sacarose quando passado pelo processo enzimatico na colonia é
reduzida, e passa a ser encontrada em pequenas quantidades, nesse total o
mel possui um teor de acucar entre 68 a 73% (VIR et., 2013; CHALCOFF et al.
2017; GRUTER, 2020). Além disso, ainda possui minerais como: potassio,
aminoacidos e compostos fendlicos e flavonoides (VIT et al. 2013; BILUCA et
al. 2016).

3.4.2 Uso medicinal do mel

As propriedades do mel de abelhas sem ferrdo, por exemplo, tem

registro de sua utilizacdo desde o tempo da civilizagdo Maia na América
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Central, o mel da Melipona beecheei era usado para varios tipos de doencas, e
prescritos para o tratamento respiratorio, cortes na pele, Ulceras, feridas, e até
antigas pomadas antiinflamatérias (ROSALES et al.,, 2013). Outros povos
antigos como Egipcios, Sumérios e Aborigenes Australianos também
utilizavam o mel de abelhas para as mais diversas finalidades (NOGUEIRA-
NETO, 1997).

No trabalho de Alves et al (2008), foi analisado o uso topico do mel da
espécie de Melipona subnitida sobre feridas infectadas de ratos, e observou-se
a estimulagdo da cicatrizacdo e reducdo da infeccdo por bactérias gram-
positivas de forma eficaz. Menezes (2005), analisou o0 mel de Nannotrigona
testaceicornis e obteve resultado antimicrobiano contra E. coli, Proteus spp., P.

aeruginosa, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus spp.

Segundo Menezes et al. (2013), o processo que o0 mel passam dentro
do ninho é que mantém esses efeitos benéficos e terapéuticos, esse produto
passa por um processo de fermentacdo devido a atividade bacteriana, que
juntos da adicdo de enzimas e outras substancias secretadas pelas glandulas
salivares das abelhas operarias mantém essas propriedades antioxidantes e
medicinais. Segundo Fletcher (2020), relata que o disscarideo que ¢é
identificado como maltose é na verdade trealulose, que possui o potencial

antioxidante para a saude humana.

Essa atividade antioxidante do mel também esta relacionada a presenca
de flavonoides provenientes do néctar das plantas visitadas (RODRIGUEZ-
MALAVER et al., 2009; GRUTER, 2020), e quando esse flavonoides e outros
exsudatos de vegetais sdo incorporados ao mel e pdélen, junto com a acédo de
enzimas e do metabolismo dos microrganismos presentes, acaba contribuindo
para a modificacdo quimica desses produtos e a sua acgdo terapéutica
(TOMAS-BARBERAN et al. 1993).

No trabalho Da Silva (2014), foi possivel observar o potencial
antioxidante do mel da abelha Jandaira, em que foi identificado diante das
andlises fisico-quimicas as substancias de interesse terapéutico com: 4-

guinolona 1, acido (2E,4E) abscisico 2 e acido (2Z,4E) abscisico 3. Mercés
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(2013), analisou o efeito antimicrobiano de méis de Melipona asilvai , Melipona
guadrifascita anthidioides, Friseomelita doederleinei, Tetragonisca angustula e
Plebeia sp. e todas as amostras tiveram ag&o antimicrobiana contra
a Staphylococcus aureus, E para Escherichia coli apenas os méis de M.
guadrifasciata anthidioides e Friseomelita doederleinei apresentaram

sensibilidade.

3.5 Bactérias indicadoras de Higienizacéo

As bactérias do grupo dos coliformes fecais sdo usadas para medir a
ocorréncia e grau de higienizacdo de poluicdo fecal em todo o alimento ha
cerca de 70 anos (SOUZA et al.,, 1983). Microrganismos indicadores sao
espécies que presentes em alimentos, podem fornecer informacfes sobre
ocorréncia de contaminacgédo fecal, indicando condi¢cfes sanitérias inadequadas

durante o processamento, producao e armazenamento (FRANCO et al., 1996).

Os coliformes totais € um grupo que incluir as bactérias em forma de
bastonetes Gram-negativos, ndo esporogénicos, anaer bios facultativos, que
fermentam a lactose, com produ o de g s, em a 8 horas a C. endo
encontrados em animais de sangue quente no trato gastrintestinal em humanos
e animais. Os coliformes termotolerantes possuem as mesmas defini es dos
totais, porém s s o capa es de fermentar a lactose com produ ode g s, em

horasa , C Aetal.,

Segundo Barreall (2002), para que algo seja considerado contaminado
por bactérias de origem fecal, € necessario que estejam presentes em grande
nimero nas fezes humanas e de animais. Cerca de 95% dos coliformes
existentes nas fezes humanas e de outros animais sdo E.coli e, entre as
bactérias de habitat fecal, dentro do grupo dos coliformes fecais a E.coli e a
mais facilmente identificada (SILVA et al., 2004).

A E. coli € membro da Familia Enterobacteriaceae, possui importancia
médica, podendo causar infec¢cdes no trato urinario, doencas diarréicas,
meningite neonatal, sepse e hoje estando envolvida na maioria das infecgdes
hospitalares (WHO, 1998; MIMS et al., 1999).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta das amostras

As amostras de mel foram coletadas das espécies de abelhas sem
ferrdo Melipona asilvai (manduri) do Meliponario da Unidade Académica de
Serra Talhada (UFRPE/UAST), com auxilio de Pipetador automatico
esterilizado as amostras foram colocadas em tubos de plasticos previamente
esterilizados e levadas ao laboratério de pesquisa, em Microbiologia
(LAPEEMI/UAST), onde foram diluidas e semeadas. Foram coletadas amostra
de méis armazenadas ha dois anos de M. subnitida, scaptotrigona sp e

Friosiomelitta de outros meliponarios da regiéo.

4.2 A Coliformes fecais totais e termotolerantes

Coliformes totais e termotolerantes foram determinados pelo método do
namero mais provavel (NMP). Amostras de 1,0, 0,1 e 0,01 g de mel de M.
subnitida, scaptotrigona sp e Friosiomelitta foram foram inoculadas em series
de trés tubos de ensaio, totalizando nove tubos, contendo 9,0, 9,9 e 9,99 mL de
Caldo Lauril Sulfato triptose (LST) (Himedia®), respectivamente, e tubos de
Durhan invertidos para a realizacdo do teste presuntivo (Foto 1). Uma alcada
de cada tubo que apresentou crescimento e producdo de gas no teste
presuntivo foi retirada e repicada para uma nova serie de 9 tubos contendo
caldo verde brilhante, que foram incubados a 35° C por 48h para determinar
coliformes totais, e outra serie de nove tubos contendo caldo EC, que foram
incubados a 45° C para determinar coliformes termotolerantes. As amostras de
M. asilvai coletada do meliponario também foram submetidas teste usando

mesma metodologia.

s O

Figura 1: Tubos contendo 9 ml de
caldo Lauril Triptose (LST) e tubos de
Durhan inevertidos. 23



4.3 Contagem das bactérias aerobias mesoéfilas totais e fungos

filamentosos

Para a analise de bactérias aerObias mesbfilas totais e fungos
filamentosos foram usados o0s méis armazenados a mais de dois anos
Frieseomelitta Melnina, Scaptotrigona sp., Melipona subnitida, M. scutellaria.
As amostras de méis foram submetidas a diluicdes de 10, 102 e 107, diluindo-
se 1,0 g de mel em 9,0 mL de salina 0,9%, logo em seguida foram colocadas
100 pL de cada diluicdes sobre placa de Petri contendo meio agar Padréao para
a Contagem (NA), para bactérias totais e Agar Sabouraud com cloranfenicol
para fungos filamentosos e leveduras, que foram espalhados com alca de
Dricask. As placas foram incubadas a 35°C por 48h para o cresciemento
bacteriano e a 30° C por sete dias para o crescimento de fungos e leveduras,
apos o crescimento foi feito a contagem das unidades formadoras de colénias
(UFC). As amostras de M. asilvai coletada do meliponario também foram
submetidas a contagem de bactérias mesofilas totais e fungos filamentos

usando mesma metodologia acima,

4.4 1solamento das bactérias esporogénicas antagbnicas

Para isolamento das bactérias esporogénicas, foram feitas diluicdes 10™
a 10 das amostras de mel de M. asilva que em seguida foram incubadas em
banho-maria a 80°C durante 20 minutos para eliminacdo de células
vegetativas, adaptado de Vittori etal. (2008). Posteriormente 100uL de cada
diluicdo foram plaqueadas em Agar Nutriente-NA em duplicatas. As placas
foram incubadas a 35°C por 72 horas para crescimento células esporogénicas.
Apos esse periodo foi selecionados 10 células bacterianas que cresceram apés

0 banho maria.

4.5 Teste de antagonismo das bactérias esporogénicas

Para o teste da atividade antagbnica das bactérias que estavam
presente no mel foram usadas duas bactérias patogénicas, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus ambas pertencentes ao laboratorio de microbiologia da

UAST que foram isoladas de casos clinicos. O teste de antagonismo foi
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reali ado segundo o método “bloco de gelose” descrito por tern et al 006 .
As bactérias gram-positivas isoladas foram confrontadas com as espécies
patogénicas. Para isso, inicialmente, cada isolado, proveniente de uma cultura
nova (maximo de 48h) foi colocado em solucéo salina a 0,9% e agitado em
vértex, para uma turvacdo de 3 (9x10® células por mL) na escala MacFarland,
gue possibilitasse a formacdo de um tapete de células na superficie do agar
Nutriente em placas de Petri. As placas foram incubadas por 24h a 35°C. Apés
0 crescimento foram feitos discos de Agar contendo a cultura do isolado e em
seguida colocados invertidos na superficie de agar Mueller-Hinton semeado
com o patdgeno, mais um disco controle negativo. Para semear os patdgenos-
teste, as bactérias patogénicas estocadas foram previamente cultivadas em
caldo nutriente a 35° C por 24-48h para revigorar as células. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas e lavadas com agua destilada esterilizada. A partir
do precipitado foram feitas suspensdes celulares com turvacao de 3 na escala
de MacFarland. As suspensdes foram semeadas em meio Agar Muller-Hinton.
As placas que foram semeadas com o0s patdégenos, receptoras dos discos de
cultura dos isolados (Figura 2), foram incubadas por 24-48h a 35°C. Os halos
gque se formaram ao redor dos discos de agar Muller-Hilton indicaram o
potencial antagonista frente aos patdégenos. Os diametros dos halos foram

mensurados em milimetro, com o auxilio de um paquimetro.

disco com a bactérias isoladas do mel Melipona asilvai
qgue foram submetidas ao banho maria. Na (B),
colocando o disco sobre a placa contendo as bactérias
patogénicas.
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5. RESULTADOS
5.1 Analise de coliformes totais e termotolerantes

Os méis das espécies M. subnitidas, scaptotrigona e Friosiomelitta,
armazenados a mais de dois anos, apresentaram auséncia testes presuntivos
para coliformes fecais termotolerantes, assim como também o mel M. asilvai

coletado diretamente da col6nia apresentou negativo para presenca.

5.2 Contagem de bactérias aerdébias mesofilas totais e fungos

filamentosos

Em todas as amostras de méis armazenadas a mais de dois anos foi
detectada a presenca de bactérias aerdbias mesdfilas totais em concentracfes
variando de 2,9 x 10* a 9,79 x 10* UFC/g de mel (Tabela 1). Ndo houve

crescimento de fungos filamentoso em nenhuma das amostras.

Tabela 1. Contagem de unidades formadoras de colénias (UFC) das bactérias aerdbias

mesdfilas totais a partir de amostras de méis armazenadas.

UFC/g de mel das Colmeias MEDIA

Espécie Colénia 01  Col6nia 02 Col6nia 03

M. subnitida 9,79 x 10* 2,9 x 10* 6,82 x 10* 6,50 x 10*

Scaptotrigona | 9,13 x 10* 8,21 x 10" 7,95 x 10* 8,43 x 10"

Frisiomelitta 5,72 x 10* - - 5,72 x 10*

(-) néo foi coletado amostra da colbnia

O mel M. asilvai coletado diretamente da col6nia e submetido a
concentracdo de bactérias aer6bias mesdfilas totais antes do teste
esporogénico apresentou uma concentracdo de 7,15 x10* UFC/g de mel
(colbnia 1) e 6,75 x10* UFC/g de mel (col6nia 2). Mostrando uma média de
6,95 x10* UFC/g de mel. As amostras também apresentaram negativo para

crescimento de fungos filamentosos.

5.3 Teste de antagonismo das bactérias esporogénicas

O mel Melipona asilvai submetidos ao teste de esporogénico,

apresentou 10 isolados contendo as possiveis bactérias antagdnicas. Entres as
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bactérias esporogénicas isoladas, 6 apresentaram resultados positivos com
halo de inibicdo variando de 1 a 3 mm (tabela 2). Os isolados (SA1-1, SA1-3,
SA1-4, SA1-5 e SA1-7) foram os que tiveram mais atividade antagdnica contra
0 patégeno teste Escherichia coli. Para o patégeno teste Staphylococcus

aureus apenas 1 isolado (SA1-6) apresentou sensibilidade.

Tabela 2: Resultado do teste de antagonismo in vitro Bloco de Gelose com as

bactérias esporogénicas isoladas do mel da abelha Manduri (Melipona asilvai).
MICRORGANISMOS PATOGENICOS

Células
Esporogénicas Escherichia | Halo | Staphylococcus | Halo
coli
mm aureus e
SA1-1 + 2 - 0
SAl-2 - 0 - 0
SA 1-3 + 2 - 0
SA 14 + 2 - 0
SA 1-5 + 3 - 0
SA 1-6 - 0 + 1
SA 1-7 + 1 - 0
SA 1-8 - 0 - 0
AS 1-9 - 0 - 0
AS 1-10 - 0 - 0

(+) Positivo para sensibilidade ; (-) Negativo para sensibilidade

Na (figura 3), pode-se observa a sensibilidade que o mel M. asilvai
apresentou frente a E. coli com halo de 2mm e frente S. aureus com halo de

Imm.
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D | 8]
Figura 3: Teste de antibiograma bloco de gelose. Na imagem

(A), halo de inibicdo contra E.coli de 2 mm. Na imagem (B),
halo de inibicdo contra S. aureus de 1 mm.

6. DISCUSSAO

A andlise das amostras de méis armazenados ha mais de dois anos e o
mel coletado diretamente da colbnia apresentaram auséncia de coliformes
fecais totais e termotolerantes, também houve auséncia de fungos
filamentosos. A inexisténcia desses microrganismos pode esta relacionada aos
fatores fisico-quimico extrinsecos que o mel das abelhas sem ferrdo apresenta
como temperatura, umidade, pH e atividade osmotica que acaba favorecendo

condig¢des de higiene da colmeia (MUNDO et al, 2004).

Sendo assim, a auséncia dessas leveduras e fungos filamentosos e
coliformes fecais, indica que 0s méis dessas espécies mantém a sua qualidade
microbioldgica por longo periodo de tempo. No trabalho de Borsato (2013), foi
observado, que os méis de Melipona quadrifasciata, Scaptotrigona. bipunctata
e Tretagonisca angustula, os quais apresentam concentracdes de agucares
acima de 50%, inibiram o crescimento de E. coli, porem n&o inibiram o
crescimento de S. aureus. Esse resultado mostra que a linhagem S. aureus
utiizado por esse autor € resistente ao estresse osmotico causado por
elevadas concentracbes de acUcar, poréem o mel dos meliponineos possui
outros parametros fisico-quimicos que contribuem para uma longa durabilidade

do mel (DE GOUVEIA et al, 2009).

Embora as concentracfes de bactérias aerébias mesdfilas nas amostras
tenham sido altas, variando de 2,9 x 10* a 9,79 x 10" UFC/g de mel, isso ndo

significa que o mel dessas abelhas esteja contaminado por bactérias
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patogénicas. O mel das abelhas sem ferrdo possui naturalmente
microrganismos em concentracdes que variam de espécie para especie, e se
alguma outra bactéria patogénica contaminar o mel, elas acabam sendo
incapazes de se reproduzir nesse substrato, devido principalmente aos
elevados teores de acucares presentes nesse alimento (PEREIRA, 2008). Foi
observado que em amostras de méis de Melipona fasciata foram encontradas
linhagens de B. alvei e B. circulans produtoras de &cidos organicos e
antibioticos que inibem o crescimento de microrganismos contaminantes que
deterioram o alimento estocado na colmeia (GILLIAM et al., 1990). Sendo
assim, observa-se que essa alta concentracdo de microrganismo nos meis

provavelmente promova protecao ao produto da colonia

Cinco isolados foram capazes de inibir o crescimento de E. coli. Esse
resultado € promissor, uma vez que essa bactéria esta relacionada a infec¢des
em seres humanos (ROSSI, 2011). A E. coli é uma bactéria gram-negativa,
encontrada no solo, na agua, no intestino humano e de animais, sendo
causadora de infeccOes, em especial no trato urinario e intestinais dos seres
humanos (SHARMA et al., 2016).

Sendo assim, visto que as bactérias esporogénicas isoladas dos méis
terem apresentado inibicdo contra essa cepa patogénica, demostra 0 quanto o
mel possui um potencial antimicrobiano que precisa ser investigado para
exploracdo de moléculas bioativas. Segundo Goncgalves (2005), poucas
pesquisas séo direcionadas a conhecer as propriedades farmacologicas dos
méis e produtos gerais produzidos pelas abelhas. Essas atividades
farmacologicas produzidas por esses produtos das abelhas sem ferrdo vao
além de uma atividade microbiana, mas esta influenciando diretamente na
imunidade. Alves et al.,, (2008), demostraram que o0 uso tépico do mel da
espécie de Melipona subnitida sobre feridas infectadas de ratos, estimulou a
cicatrizagdo e reducédo da infeccdo por bactérias gram-positivas, demostrando

gue o mel induz o sistema imunoldgico para producao de citocinas.

A menor inibicdo que as bactérias do mel apresentaram foi para
Staphylococcus aureus, onde apenas 1 (um) isolado apresentou halo de

inibicdo de 1 mm. Um dos motivos pode ser pelo fato dessa espécie de
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bactéria ser gram-positiva. Esse tipo de bactéria apresenta membrana
plasmatica composto por varias camadas de peptideoglicano, que torna a
parede celular espessa, assim dificultando penetracdo de sustancias
antimicrobianas (TAVARES, 2000). Mas, a perda da capacidade de inativagéo
antimicrobiana também pode estar relacionada a perda de efetividade das
moléculas bioativas desses microrganismos ou a aquisicao de resisténcia por
parte do patégeno. Segundo Oliveira (2013), a capacidade dos microrganismos
em produzir metabolitos secundarios que fornecam uma substéncia natural
bioativa, esta relacionada a estimulos fisicos, quimicos e biolégicos especificos

gue o organismo possui no ambiente onde se adaptou.

Guimaraes (2010) explana que a bioprospeccdo € uma estratégia
tradicional de realizar o isolamento de um microrganismo de seu habitat
natural, e essa técnica de isolamento pode acabar lavando a inativacdo do
potencial bioativo. Oliveira (2013), descreveu que as técnicas gendmicas
evidenciam grande capacidade que 0S microrganismos possuem para
producdo de metabolitos secundarios bioativos, concluindo que as técnicas
tradicionais de cultivo, como a prospeccao nado permita acesso a essas

substancias produzidas na maior parte das vezes.

7. CONCLUSAO

o O mel das abelhas sem ferrdo mantem a sua qualidade microbiolégica
por um periodo maior que dois anos. Sem a presenca de coliformes
fecais, fungo e leveduras que cause a deterioracao do alimento.

o O mel dessas abelhas é um reservatério de bactérias aerdbias
mesdfilas totais, aléctones, resistentes a pressdo osmética imposta por
este substrato.

o O mel dos meliponineos é um reservatério de bactérias esporogénicas
gue podem estar envolvidas na manutencdo da sua qualidade
microbiolégica.

o Bactérias esporogénicas isoladas a partir do mel de Meliponineos
apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas.
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Desta maneira, esse estudo preliminar permitiu isolar bactérias méis
abelhas sem ferrdo, com potencial antimicrobiano que abra portas para pensar
em uma nova forma de analisar este microbioma das colbnias. Novas
pesquisas precisam ser focadas nas técnicas genémicas e moleculares, afim
gue, se possa identificar a microbiota das abelhas nativas a um nivel mais
especioso. Assim, permitindo entender mais a ecologia dessas abelhas sem
ferrdo a ponto de encontrar moléculas bioativas que auxilie na fabricacdo de

medicamentos para salde humana e preservacao desses insetos.
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