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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE MEIS PRODUZIDOS
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RESUMO: O mel € um produto natural que
além de ser uma excelente fonte de energia,
pode apresentar propriedades benéficas a
saude, tais como anti-inflamatorio, antioxidante
e antimicrobiano.  Considerando  essas
propriedades, este estudo teve como objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana do mel de
Apis melifera, produzido em oito comunidades,
em dois periodos distintos (seco e chuvoso), em
Santarém-PA, Brasil, contra microrganismos
de interesse clinico: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e
Candida albican., utilizando método de difusao
em poc¢os. Todas as amostras de mel, em
ambos os periodos de producéo, apresentam
atividade bacteriostética frente a S. aureus e
S. epidermidis, no entanto, nenhuma amostra
apresentou capacidade de inibir o crescimento
de microrganismos gram-negativos (E. coli
e C. albicans). As amostras do periodo seco
apresentaram menores valores de CMI (12,5%,
v/v), contra os Gram-positivos que no periodo
chuvoso (25,0-100%, V/v).
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PALAVRAS-CHAVE: Agentes antibacterianos, Apis mellifera, apiterapia,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis.

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HONEY PRODUCED IN SANTAREM-PA, BRAZIL

ABSTRACT: Honey is a natural product that besides being an excellent source of
energy, can have health beneficial properties such as anti-inflammatory, antioxidant
and antimicrobial. Considering these properties, this study aimed to evaluate the
antimicrobial activity of Apis mellifera honey, produced in eight communities, in two
distinct periods (dry and rainy), in Santarém-PA, Brazil, against microorganisms of
clinical interest: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli
and Candida albicans, using well diffusion method. All honey samples, in both production
periods, showed bacteriostatic activity against S. aureus and S. epidermidis, however,
no samples showed capacity to inhibit the growth of gram-negative microorganisms
(E. coli and C. albicans). The samples from the dry period presented lower MIC values
(12.5%, v/v) against Gram-positive than in the rainy season (25.0-100%, v/v).
KEYWORDS: Anti-bacterial agents, Apis mellifera, apitherapy, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis.

11 INTRODUCAO

O mel é um alimento saudavel o qual apresenta em sua composi¢ao carboidratos
(principalmente glicose e frutose), agua, compostos aromaticos (e.g. derivados
do benzeno, cetonas, terpenos), proteinas, enzimas, compostos fendlicos, acidos
organicos, vitaminas, flavonoides, aminoacidos e minerais (BORSATO et al., 2014;
RAHMAN et al., 2017). Vale destacar que a composicdo do mel depende de diversos
fatores, entre eles: a sua origem floral, fatores geograficos, sazonalidade, subespécies
de abelhas e tratamento p6s-coleta (ESCUREDO et al., 2013; DA SILVA et al., 2016).
Essa composicdo confere ao mel muitas propriedades benéficas a saude, dentre
as quais se destacam: atividade anti-inflamatdria, antimicrobiana, antioxidante,
anticancerigena e bactericida (ALVAREZ-SUAREZ et al., 2010).

Sua composicdo complexa e variavel lhe proporciona atividade antimicrobiana
sobre um amplo espectro de microrganismos, tanto de patdégenos sensiveis
quanto antibiotico-resistentes (OVERGAAUW; KIRPENSTEIJN, 2006). A atividade
antimicrobiana do mel, principalmente, contra microrganismos resistentes como
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis esta relacionada ao seu baixo
teor de agua e alto teor de acucares, baixo pH e presenca de diversos compostos
provenientes de metabdlitos secundarios de vegetais (e.g. compostos fendlicos e
flavonoides) (HALAWNI; SHOHAYEB, 2011).

Sendo assim, um desequilibrio que ocorra nestes fatores podera acarretar a
auséncia, deficiéncia ou alteragdo nas atividades bioldgicas do mel. Neste sentido,
0 presente trabalho objetiva avaliar a atividade antimicrobiana de méis de abelha
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Apis mellifera, coletados em dois periodos distintos em Santarém-PA, Brasil, contra
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli e Candida
albicans.

2 | MATERIAIS E METODOS

Descricao das amostras

Foram coletadas amostras de mel de abelha Apis mellifera, por meio de extracao
manual sem uso de fumigac¢ao ou qualquer produto quimico, em 08 comunidades do
municipio de Santarém-PA, Brasil: Cipoal (M1) (02°54°13’S e 54°78’37°0), Cedro (M2),
(02°64’'15’S e 54°77°89°0), Bueira (M3) (02°63°77’S e 54°65’13°0), Boa Fé NA (M4)
(02°61°35’S e 54°65'92’0), Boa Fé AP (M5) (02°61°89’S e 54°66°47°0), Tipizal (M6)
(02°62'73’S e 54°61’13°0), Jacamim (M7) (02°59’34’S e 54°62°21°0) e Terra Amarela
(M8) (02°584’42’S e 54°65°95’0). As amostras foram obtidas em dois periodos
distintos, no més de novembro de 2014 (MS; periodo seco) e junho de 2015 (MC;
periodo chuvoso) em triplicada para cada ponto de coleta, totalizando 48 amostras.
As amostras foram armazenadas em tubos Falcon® a temperatura ambiente para
posteriores analises.

Avaliacao antimicrobiana

Os microrganismos teste utilizados nos ensaios antimicrobianos foram
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228),
Escherichia coli (ATCC 25922) e Candida albicans (AC 01) (CEFAR®, Sao Paulo,
Brazil). As cepas foram mantidas em meio Nutriente estéril (NM — 3,0 g de peptona
bacteriolégica, 5,0 g de extrato de carne, 5,0 g NaCl em 1000 mL de solucdo aquosa,
pH inicial 7,2 - 7,4 até a preparacéo das suspensodes utilizadas nos ensaios.

Para a realizacdo dos testes de atividade antimicrobiana in vitro foi utilizado
o método de difusdo em poco. Uma aliquota de 100 puL de cada suspenséo dos
microrganismos foi ajustada a 0,5 da Escala de McFarland, correspondendo a 108
UFC mL-1 de bactéria e semeada em placas de Petri estéreis contendo Agar Mueller-
Hinton (MHA - Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA) com o auxilio de swab estéril. Foram
confeccionados orificios de 6 mm de diametro no meio de cultura MHA com o auxilio
de um molde formando os pog¢os. Posteriormente cada orificio foi preenchido com
100 pL de mel in natura. O material foi incubado a 35°C por 24 h (THAKUR et al.,
2009). Para o ensaio com a C. albicans, utilizou-se 0 meio Sabouroud dextrose
(SDA). O controle negativo foi feito em pocos com solucao de glicose diluida em agua
deionizada a 65% (w/v). Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os halos
de inibicdo do crescimento microbiano foram medidos em milimetros. Para fins de
comparacgéo foi realizado um antibiograma de cada microrganismo utilizando discos de
medicamentos convencionais contra bacterias (ampicilina, amoxicilina + clavulanato,
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amicacina, cefepime, ceftazidima, cefalotina, cefuroxima, cloranfenicol, clindamicina,
ciprofloxacino, cefoxitina, gentamicina, moxifloxacina, meropenem, nitrofurantoina,
norfloxacina, oxacillina, penicillina G, rifampicina, sulfazotrim, tetraciclina and
vancomicina - Cefar®, Sao Paulo, Brazil). As placas foram incubadas a 35 °C por 48
horas até a leitura dos halos de inibicdo, com o auxilio de uma régua, sendo possivel
determinar através dos halos inibitérios, se o microrganismo em analise é sensivel,
intermediario ou resistente ao antimicrobiano testado.

Determinacao da Concentracao Minima Inibitoria (CMI)

A Concentracao Inibitéria Minima € um método quantitativo onde se observa
a reacao entre a concentracdo padronizada de um in6culo e 0 menor valor de
concentracdao da substéncia em teste necessaria para impedir o crescimento do
microrganismo (CLSI, 2013). Para este teste foram utilizadas placas de poliestireno
com 96 pocos, utilizando-se da técnica de microdiluicdo em caldo (TAVEIRA et al.,
2010). As amostras nao diluidas foram adicionadas no primeiro poc¢o, seguindo-se
uma diluicdo seriada com agua deionizada nos demais pocos para se obter o mel em
diferentes concentra¢des: 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 e 0,78% (v/v), ficando a
solucdo com volume final de 100 pL. Posteriormente, para a determinacdo do CMI,
foram adicionados aos pocos 100 yL de caldo Mueller Hinton Broth (MHB - Sigma-
Aldrich®, St. Louis, USA) e uma aliquota de 10 yL de cada suspenséo bacteriana
correspondendo a 108 UFC/mL de bactéria (BLAIR et al., 2009). Como corante quimico
foi utilizado 15 pL de solugéo resazurina (0,01%). O controle negativo foi realizado
com caldo MHB e o controle positivo com 100 pL do antibiético Ampicilina (100 g/
mL). O controle osmético foi feito com a substituicdo das amostras de mel por solucéo
de glicose e agua deionizada em diferentes concentragdes: 65,00, 32,50, 16,25, 8,12,
4,06, 2,03, 1,02 e 0,51% (w/v). Todas as placas foram incubadas a 35 °C por 24 horas.
A CMI foi considerada como a menor concentracdo das amostras de mel capaz de
inibir o crescimento bacteriano.

3 | RESULTADOS E DISCUSSOES

Todas as amostras apresentaram atividade inibitoria satisfatoria contra pelo
menos um microrganismo testado, sendo que estes mostraram diferentes respostas
no ensaio, variando de sensivel (S. aureus e S. epidermidis) a totalmente resistentes
(E. colie C. albicans) (Tabela 1).
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Amostras  Staphylococcus  Staphylococcus  Céandida  Escherichia

aureus epidermidis albicans coli

Periodo Seco MS1 13,0 £ 0,0ab 16,5 = 0,7bcd Nd Nd
MS2 15,0 £ 1,4ab 17,0 £ 0,0abcd Nd Nd

MS3 13,5+ 2,1ab 15,5 +0,7cd Nd Nd

MS4 13,0 £ 0,0ab 18,5 £ 0,7abc Nd Nd

MS5 12,5 +0,7ab 17,0 + 1,4abcd Nd Nd

MS6 14,0 £ 0,0ab 15,5 +0,7cd Nd Nd

MS7 14,5 +0,7ab 17,0 £ 0,0abcd Nd Nd

MS8 12,5 +0,7ab 17,0 = 1,4abcd Nd Nd

Periodo MCH1 15,5 +0,7a 20,0 +1,4a Nd Nd
Chuvoso MC2 12,0 £ 1,4ab 16,0 + 1,4bcd Nd Nd
MC3 13,0 £ 0,0ab 19,0+0,0ab Nd Nd

MC4 12,0 £ 1,4ab 15,5 +0,7cd Nd Nd

MC5 11,5+0,7b 15,0 £ 0,0d Nd Nd

MC6 11,5+0,7b 16,5 + 0,7bcd Nd Nd

MC7 11,5+0,7b 15,0 +0,0d Nd Nd

MC8 12,0 £ 0,0ab 16,5 + 0,7bcd Nd Nd

Tabela 1. Atividade antimicrobiana do mel de abelha com formacgéo de halos de inibi¢céo contra
microrganismos teste (mm).

Todas as amostras de mel, em ambos os periodos de producéo, apresentam
atividade bacteriostatica frente a S. aureus e S. epidermidis, no entanto, nenhuma
amostra apresentou capacidade de inibir o crescimento de microrganismos gram-
negativos (E. colie C. albicans). Neste estudo, aintensidade da atividade antimicrobiana
variou, apresentando zonas de inibicao entre 11,5 mm e 20,0 mm. A Figura 1 mostra
os halos formados pelas amostras contra o microrganismo S. epidermidis.

Figura 1. Halos de inibicao formados pelas amostras contra o microrganismo S. epidermidis.
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Peralta (2010) verificou em seu estudo que aproximadamente 90% das amostras
de mel testadas apresentaram atividade frente a S. aureus, 30% frente a E. coli e
nenhuma apresentou atividade contra C. albiscans. Lusby; Coombes; Wilkinson
(2005) avaliaram méis da Oceania frente a 13 microrganismos, no entanto, nenhuma
amostra apresentou atividade contra C. albiscans. Da Cruz et al. (2014) avaliaram
a atividade antimicrobiana de amostras de méis de abelhas sem ferrao (Melipona
compressipes, Melipona seminigra) e com ferrdo Apis mellifera coletadas no estado no
Amazonas, Brasil contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Chromobacterium violaceum e Candida albicans. Todas as amostras testadas
apresentaram atividade antimicrobiana sobre todos os patégenos testados, sendo a
menor inibicdo observada para Candida albicans.

Os microrganismos Gram-positivos sdo mais sensiveis a acao do mel que
os Gram-negativos, principalmente as leveduras como a C. albicans (possui uma
membrana externa de lipopolissacarideos de baixa permeabilidade (TORTORA;
FUNKE; CASE, 2005; SLAMA, 2008; ESCUREDO et al., 2013).

Para fins de comparacéo, foi realizado o antibiograma dos microrganismos teste
usando medicamentos sintéticos convencionais. A sensibilidade € mostrada na Tabela

2.
Antimicrobiano  Quant. por disco (ug) Microrganismos
S. aureus S. epidermidis E. coli

Acido 30 R R R

Nalidixico
Ampicilina 10 R R S
Amicacina 30 S S S
Cefepime 30 S S R
Ceftazidina 30 R R R
Cefalotina 30 S S R
Cefuroxima 30 S S R
Cloranfenicol 30 S S S
Clindamicina 2 S S R
Cefoxitina 30 S R -
Eritromicina 15 R R -
Gentamicina 10 S S -
Moxifloxacin 5 S S |
Nitrofurantoina 300 S S S
Sulfazotrim 25 R R I
Tetraciclina 30 S S S

Tabela 2. Perfil de sensibilidade das estirpes analisadas contra medicamentos sintéticos
convencionais

R: Resistente, S: Sensivel, I: Intermediario, - Nao testado. De acordo com: Clinical and
Laboratory Standards Instituter (CLSI, 2013).
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Como observado na Tabela 2, muitos microrganismos ja apresentam resisténcia a
alguns antibi6ticos convencionais. Nesse sentido, comparando os resultados da Tabela
1 com a Tabela 2, é importante destacar que todas as amostras de mel apresentaram
atividade antimicrobiana frente as cepas de S. aureus e S. epidermidis. Deve-se levar
em conta que os antibi6ticos convencionais sdo compostos sintéticos planejados para
apresentarem acoes especificas, enquanto o mel possui uma composi¢cao variavel
(TAJIK et al., 2009).

E importante ressaltar que os microrganismos selecionados s&o associados a
diversos processos de infeccdo hospitalar (SANTOS, 2007; LICHTENFELS et al.,
2011). Esses agentes patogénicos, desenvolveram resisténcia a muitos antibiéticos
sintéticos convencionais (PATERSON, 2006; PAYNE et al., 2007). Dentre estes o
Gram-positivo Staphylococcus aureus é um dos mais habitualmente adquiridos e é
particularmente problematico na pele e infec¢cdes de feridas, uma vez que surgiram
estirpes resistentes a meticilina e a vancomicina (CUl et al., 2006; GOLDSTEIN, 2007).

Um fator que deve estar relacionado as diferentes respostas dos méis (dimenséao
dos halos de inibicao) frente aos microrganismos Gram-positivos neste trabalho é a
diferente distribuicdo dos compostos fendlicos encontrados em todas as amostras,
como o acido rosmarinico, apigenina, crisina e caempferol (BANDEIRA et al., 2018).
Esta distribuicdo de compostos esta relacionada diretamente com origem floral do
produto (MOLAN, 2006; HALAWANI; SHOHAYEB, 2011). Pois, por exemplo, ao lado
do ponto de MS1/MC1 tem uma area aberta antropizada, e um campo de soja a +
2.000 m. Ja o ponto MS2/MC2 foi localizado em uma floresta secundaria, com elevada
quantidade de castanheiras, a uma distancia superior a 2.000 m de plantacées
agricolas.

Apesar da proximidade entre as amostras M4, M5, M6, M7 e M8, € importante
destacar que os solos e a vegetagao amazobnicos tém composicdo muito variavel,
o que influencia diretamente na composicao do mel (BORSATO; CRUZ; ALMEIDA,
2009; AKUJOBI, 2010). Além disso, os méis coletados no periodo seco normalmente
apresentaram maiores halos de inibicdo que os coletados no periodo chuvoso (Tabela
1), o que pode estar diretamente associado a maior variedade de espécies florais
nesse periodo.

Deste modo, uma forma de se usar este produto corretamente seria seleciona-
lo por analise laboratorial, favorecendo o seu uso indicado. Em alguns paises esse
processo de indicac¢des terapéuticas pré-definidas ja é utilizado, como na Nova Zelandia
e Australia, que vendem mel para uso em diversas industrias, com conhecimento
prévio de suas propriedades (KHAN et al., 2014).

As amostras de mel de abelha Apis mellifera foram analisadas para a
determinacdo do MIC frente aos microrganismos teste sensiveis ao produto. Os
resultados estdo mostrados na Tabela 2.
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Amostras Concentracao minima inibitéria (%, v/v)*

Staphylococcus aureus Staphylococcus
epidermidis

Periodo Seco MSH1 12,5 12,5

MS2 12,5 6,25

MS3 12,5 12,5

MS4 12,5 12,5

MS5 12,5 12,5

MS6 12,5 12,5

MS7 12,5 12,5

MS8 12,5 12,5

Periodo Chuvoso MCA1 100 50
MC2 100 50

MC3 100 50

MC4 100 100

MC5 100 25

MC6 100 25

MC7 100 50

MC8 100 100

Controle Ampicilinat 100 50
Glicose2 R 65

Tabela 2. Concentragdao minima inibitéria para os méis testados frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis.

*Resultados em % de solucdo de mel (v/v). 1Ampicilina 100 yg mL-1 requeridas para inibir 0s
microrganismos avaliados. 265% (m/v). R: resistente.

As amostras do periodo seco apresentaram CMI de 12,5% (v/v), contra os Gram-
positivos testados, exceto para a amostra MS2. No entanto, no periodo chuvoso, o
valor do MIC variou entre as amostras, estando entre 25,0% e 100% (v/v). A solugcéo de
glicose somente inibiu o crescimento microbiano do S. epidermidis com MIC de 65,0%
(m/v). Essa variacao nos valores de MIC pode estar associada a maior variabilidade
floral no periodo seco em relagdo ao chuvoso.

Os resultados de CMI encontrados nesta pesquisa foram semelhantes aos
encontrados por Bueno-Costa et al. (2016) em amostras de mel do Rio Grande do
Sul, Brasil. Blair et al. (2009) avaliaram o efeito antibiético de um mel de grau médico
(Medihoney®) contra oito espécies de agentes patogénicos com elevados niveis
de resisténcia aos antibiéticos convencionais, incluindo S. aureus, e encontraram a
concentracao minima inibitéria (MIC) variando de 4,0 a 14,8% (m/v) de solucédo de
mel, que é uma concentracao que pode ser mantida no ambiente da ferida.

41 CONSIDERACOES FINAIS

De modo geral as amostras de mel de A. mellifera produzidos em Santarém
s&o promissores no controle de microrganismos relacionados a casos clinicos com
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potencial acao terapéutica.

Os microrganismos E. colie C. albicans foram resistentes ao produto testado. No
entanto, as cepas de S. aureus e S, epifermidis foram sensiveis a todas as amostras,
mesmo sendo resistentes a alguns antimicrobianos convencionais, tendo os méis do
periodo seco apresentado o MIC de valores mais baixos. Essa variagcdo pode estar
relacionada a quantidade e distribuicdo de compostos fendélicos no mel.
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