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Resumo:

Diversos metabdlitos com importantes
propriedades farmacolégicas tém sido isolados
de bactérias e se deve aos antibidticos grande
parte do interesse nesse setor.

O objetivo do presente estudo foi isolar
bactérias do género Bacillus associadas ao
mel e ao pélen de Trigona spinipes e testar o
potencial antagonista dos isolados frente as
bactérias  patogénicas  Escherichia  coli,
Staphyloccocus aureus, Salmonella sp.,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus.

Para testar o potencial antagonista
utiizamos o método in Vvitro qualitativo
conhecido como Bloco de Gelose. Entre as
bactérias isoladas, 11 apresentaram
resultados positivos no ensaio de
antagonismo, com halos de inibicdo que
variaram de 1 a 3 mm.

Estes resultados indicam que o mel e 0
polen dos ninhos de T. spinipes sao
reservatorios naturais de Bacillus sp. com
potencial  antagonista  sobre  bactérias
patogénicas associadas a infecgbes em seres
humanos e outros animais.
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Antibiéticos naturais.
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Introducdo:

Como estratégias de sobrevivéncia, 0s
micro-organismos excretam uma série de
produtos finais no meio que séo metabolizados
a partir de nutrientes do seu hébitat
(MADIGAN et al., 2004). Esses produtos finais
tém demonstrado grande potencial nas ultimas
décadas, com novas entidades quimicas ativas
e padrdes moleculares originais que, aliados a
biotecnologia, as técnicas de elucidacéo
estrutural e ao fracionamento quimico, entre
outras tecnologias, podem permitir o
desenvolvimento de novos protétipos bioativos
e por isto vém ganhando a atencédo da

industria e dos pesquisadores em produtos
naturais (VIEGAS JR. et al., 2006).

Vale ressaltar que se deve aos
antibioticos e as drogas cancerigenas a maior
parte do interesse pelas fontes naturais
(CALIXTO, 2005), sendo isolados de bactérias
e fungos diversos metabdlitos com
propriedades  farmacologicas de suma
importéncia (BARREIRO, 2009).

Segundo Lanna-Filho, Ferro e Pinto
(2010), Bacillus subtilis € capaz de colonizar
todos os érgaos vegetativos de plantas, sendo
utilizada no controle biolégico de bactérias e
fungos fitopatogénicos por produzir
substancias antagonicas e ser um eliciador do
fendbmeno de resisténcia sistémica induzida
em plantas.

Ja foi demonstrado que existe uma
forte relacéo entre bactérias do género Bacillus
e abelhas sem ferrdo, onde as abelhas
fornecem o0 meio adequado para 0 seu
crescimento e estas por sua vez ajudam
impedindo o crescimento de outros micro-
organismos responsaveis pela deterioracédo
dos potes de estocagem de alimento através
da producdo de compostos antimicrobianos
(GILLIAM, ROUBIK e LORENZ, 1990). Um
estudo mais recente demonstra a atividade
antimicrobiana dos ninhos de Trigona spinipes
(FERNANDES JR. et al. 2001), mas os
mecanismos envolvidos nesta atividade ainda
nao sao bem compreendidos e, além disso, a
maioria das pesquisas se limitam a determinar
a presenca de micro-organismos
contaminantes nas coldénias e no mel das
abelhas.

O objetivo do presente estudo foi isolar
as bactérias do género Bacillus associadas ao
mel e ao pdlen de T. spinipes e testar o
potencial antagonista dos isolados frente a
bactérias patogénicas, a fim de contribuir para
uma melhor compreensdo da relacdo entre
abelhas e micro-organismos e na identificagédo
de linhagens selvagens de bacilos com
potencial para a producdo de substancias
antagOnicas a micro-organismos patogénicos.
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Metodologia:

Foram coletados ninhos de T. spinipes,
esterilizados com &lcool 70% e solucdo
hipoclorito a 4% e lavados com solugéo salina
0,85% esterilizada. Em seguida, foram
retiradas aliquotas de 1ml e 1mg dos potes de
mel e de pélen (Fig. 1 A e B), respectivamente.
As amostras foram submetidas a diluicdo em
série (10™" a 10®) usando solucao salina 0,85%
esterilizada. Em seguida, 100yl de cada
diluicdo foram semeados em Agar Nutriente
(Himedia®) pelo método do espalhamento em
placa e incubadas a 36 °C por 48hs. As UFCs
(unidades formadoras de col6nia) com o0s
morfotipos mais frequentes foram purificadas e
posteriormente inoculadas em caldo nutriente
e incubadas a 36° C por 72hs.

Figura 1. Potes de estocagem de T. spinipes
de onde as bactérias foram isoladas. (A) Pote
de polen e (B) Potede mel‘, _

~ - E

Os isolados do género Bacillus foram
identificados de acordo com o manual de
Bergey de sistematica bacteriolégica. As
células provenientes da cultura em Caldo
Nutriente foram submetidas a hipertermia em
banho-maria por 20 min. a 80 °C e
posteriormente submetidas a coloracdo de
esporos. Logo apods, os isolados foram
semeados em novo meio Caldo Nutriente e
incubados por 48hs a 36 °C em condi¢des
aerébias, objetivando isolar as bactérias
aerébicas esporulantes. Em seguida, o0s
isolados foram submetidos & coloracdo de
Gram para saber se realmente se tratavam de
bactérias Gram positivas.

Para testar a hipdtese da producado de
compostos  antimicrobianos as  bactérias
isoladas foram submetidas ao teste de
antagonismo in vitro contra as bactérias
patogénicas Escherichia coli, Salmonella sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Bacillus cereus, utilizando o método
qualitativo conhecido como “bloco de gelose”,
adaptado de Stern et. al. (2006). Uma fracéo
da col6nia de cada bactéria isolada foi retirada
com o auxilio de uma alga de platina e
colocada em tubo de ensaio contendo solucéo
salina 0,85%. Foram levadas ao vortex por 3
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min. para que as células ficassem em
suspensdo uniformemente na solugdo. Uma
aliquota de 100yl foi retirada de cada solucdo
com a ajuda de uma pipeta, semeada em
placa de Petri contendo meio Agar nutriente e
colocada para crescer a 36°C durante 24hs.
Passadas 24hs discos de 0,5 cm de diametro
foram retirados (Fig. 2 A) e colocados
invertidos em placa Petri semeada com a
bactéria patogénica (Fig. 2 B) em meio Agar
Mueller-Hinton. Ao lado dos discos de Agar
nutriente contendo a cultura do isolado, foram
colocados discos sem a cultura, apenas com
Agar nutriente, para servir como controle. As
placas foram feitas em triplicata e incubadas
por mais 48hs, posteriormente foram medidos
os halos de inibicAo com o auxilio de um
paguimetro. Os meios de cultura bem como a
esterilizacdo foram feitos de acordo com os
padrdes da ANVISA (2013).

Figura 2: Método Bloco de Gelose. (A)
Retirada do disco de Agar contendo a bactéria
isolada e transferéncia para outra placa
semeada com uma bactéria patogénica (B).

Resultados e Discussao:

Foram isoladas 16 bactérias
pertencentes ao género Bacillus, sendo 14 a
partir do pélen e 2 do mel. Este é o primeiro
estudo com bactérias associadas a potes de
estocagem de alimento de T. spinipes.

Entre as bactérias isoladas, 11
apresentaram resultados positivos no ensaio
de antagonismo in vitro (Tabela 1), com halos
de inibicdo que variaram de 1 a 3 mm (Fig. 3).
Estes resultados anuam com a hipétese de
gue existe uma forte relacao entre bactérias do
género Bacillus produtoras de compostos
antimicrobianos e a abelha Trigona spinipes.

B. circulans, B. megaterium e B. alvei ja
foram encontradas no mel, no pdlen e no
alimento das larvas de Melipona fasciata,
produzindo enzimas digestivas que atuavam
na pré-digestdo do alimento estocado e na
producédo de substancias antagonistas a micro-
organismo  competidores, principalmente
acidos organicos e antibigticos (GILLIAM,
ROUBIK e LORENZ, 1990).
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Os resultados indicam que pode haver
uma dependéncia por parte das abelhas da
presenca dessas bactérias para evitar a
contaminacdo por micro-organismos que
deterioram o alimento estocado no ninho.

Por outro lado, a inibicdo de E. coli, o
principal bioindicador de contaminacédo fecal
dos alimento e da agua, e a nao inibicao de S.
aureus, uma bactéria envolvida em infec¢des
em seres humanos, pode mascarar a presenca
desta dltima no substrato, uma vez que as
operarias de T. spinipes visitam diversos locais
em busca de alimento, inclusive aqueles
envolvidos por atividades humanas. Nesse
contexto, embora T. spinipes seja um
reservatorio natural de bactérias
esporogénicas com potencial antagonista a
outros micro-organismos, ela pode ser um
vetor de micro-organismos indesejaveis,
reforcando a hipétese que essas abelhas
dependem de bactérias que produzam
substancias antimicrobianas para manter a
saude da coldnia.

O isolado Mel 2 apresentou o maior
espectro de inibicdo, sendo antagbnica a trés
das cincos bactérias patogénicas testadas
(Tabela 1). Resultado semelhante foi obtido
por Silva et al. (2016) com um isolado de
Bacillus sp. obtido a partir do mel de Melipona
asilvai, que foi capaz de inibir in vitro o
crescimento de E. coli, P. aeruginosa,
Salmonella sp, S. aureus e Klebisiella sp.

Tabela 1: Resultado do teste de antagonismo
in vitro Bloco de Gelose com as bactérias
isoladas pertencentes ao género Bacillus.

Morfotipo | E.c. | S.a. | S.s. | P.a | B.c.

Pélen 1 + - - - -
Pélen 2 - - - - -
Pélen 3
Pélen 4
Pélen 5 - - - - -
Pélen 6
Pélen 7
Pélen 8 - - - - -
Pélen 9
Pélen 10
Pélen 11
Pélen 12
Pélen 13 - - - - -
Pélen 14 + - - - -

Mel 1 - - - + +

Mel 2 + - - + +

+ +
1
1
1
1

+ +

+ + + +
1
1
1
1

(+) Positivo; (-) Negativo; (E.c.) Escherichia
coli; (S.a.) Staphyloccocus aureus; (S.s.)
Salmonella sp.; (P.a.) Pseudomonas
aeruginosa; (B.c.) Bacillus cereus.

Figura 3: llustragdo do halo de inibicdo do
isolado Mel 2 frente a E. coli.

Embora o fenbmeno de antagonismo
seja uma indicacdo da produgdo de
substancias bioativas por essas bactérias, sdo
necessarios estudos mais detalhados para
investigar a natureza quimica dos compostos
produzidos por elas, bem como a atividade
antimicrobiana destes componentes
isoladamente.

Freitas et al. (2008) investigou a
composicdo quimica do extrato etandlico de
ninhos inteiros de T. spinipes e encontrou
como compostos majoritarios os triterpenos
cicloartanos acido magniferdlico e acido 3[3-
hidroxi-24-metilenocicloartan-26-6ico e 0s
flavonodides 3’-metil-quercetina, sakuranetina,
éter 7-metil campferol, tricetina e éter 7-metil
aromadendrina. Embora essas substancias
tenham algum potencial antagonista a micro-
organismos contaminantes do ninho de T.
spinipes, ndo héa evidéncias concretas de que
tenham sido produzidas por Bacillus sp. De
qualquer forma, sabe-se que as bactérias
desse género sdo capazes de produzirem
substancias volateis que induzem a resposta
sisttmica em plantas, como observado por
Ryu et al. (2004) em B. subtilis que induziu a
resposta sistémica em plantas de Arabidopsis
contra 0 patégeno Pectobacterium
carotovorum.

No entanto, serdo necessarios novos
estudos que investiguem a natureza quimica
dos compostos produzidos por estas bactérias,
bem como a atividade antimicrobiana destes
componentes isoladamente.

Conclusdes:

As colénias da abelha eussocial T.
spinipes sdo reservatorios naturais de Bacillus
sp, presentes principalmente no polen
estocado, com um bom potencial antagonista a
bactérias patogénicas associadas a infec¢des
em seres humanos e outros animais, e
candidatas a producdo de substancias
bioativas de interesse farmacéutico.
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A presenca de Bacillus spp nas
colméias pode ser fundamental para a
manutencdo da qualidade microbioldgica do
polen estocado, a principal fonte de proteina
para as abelhas.
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