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Resumo: 
 Diversos metabólitos com importantes 
propriedades farmacológicas têm sido isolados 
de bactérias e se deve aos antibióticos grande 
parte do interesse nesse setor.  

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

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

Estes resultados indicam que o mel e o 
pólen dos ninhos de T. spinipes são 
reservatórios naturais de Bacillus sp. com 
potencial antagonista sobre bactérias 
patogênicas associadas a infecções em seres 
humanos e outros animais.  
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Introdução: 
 Como estratégias de sobrevivência, os 
micro-organismos excretam uma série de 
produtos finais no meio que são metabolizados 
a partir de nutrientes do seu hábitat 
(MADIGAN et al., 2004). Esses produtos finais 
têm demonstrado grande potencial nas últimas 
décadas, com novas entidades químicas ativas 
e padrões moleculares originais que, aliados à 
biotecnologia, às técnicas de elucidação 
estrutural e ao fracionamento químico, entre 
outras tecnologias, podem permitir o 
desenvolvimento de novos protótipos bioativos 
e por isto vêm ganhando a atenção da  

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

Vale ressaltar que se deve aos 
antibióticos e as drogas cancerígenas a maior 
parte do interesse pelas fontes naturais 
(CALIXTO, 2005), sendo isolados de bactérias 
e fungos diversos metabólitos com 
propriedades farmacológicas de suma 
importância (BARREIRO, 2009).  

Segundo Lanna-Filho, Ferro e Pinto 
(2010), Bacillus subtilis é capaz de colonizar 
todos os órgãos vegetativos de plantas, sendo 
utilizada no controle biológico de bactérias e 
fungos fitopatogênicos por produzir 
substâncias antagônicas e ser um eliciador do 
fenômeno de resistência sistêmica induzida 
em plantas.  

Já foi demonstrado que existe uma 
forte relação entre bactérias do gênero Bacillus 
e abelhas sem ferrão, onde as abelhas 
fornecem o meio adequado para o seu 
crescimento e estas por sua vez ajudam 
impedindo o crescimento de outros micro-
organismos responsáveis pela deterioração 
dos potes de estocagem de alimento através 
da produção 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 
não são bem compreendidos e, além disso, a 
maioria das pesquisas se limitam a determinar 
a presença de micro-organismos 
contaminantes nas colônias e no mel das 
abelhas. 

O objetivo do presente estudo foi isolar 
as bactérias do gênero Bacillus associadas ao 
mel e ao pólen de T. spinipes e testar o 
potencial antagonista dos isolados frente a 
bactérias patogênicas, a fim de contribuir para 
uma melhor compreensão da relação entre 
abelhas e micro-organismos e na identificação 
de linhagens selvagens de bacilos com 
potencial para a produção de substâncias 
antagônicas a micro-organismos patogênicos.  
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Metodologia: 

 Foram coletados ninhos de T. spinipes, 
esterilizados com álcool 70% e solução 
hipoclorito a 4% e lavados com solução salina 
0,85% esterilizada. Em seguida, foram 
retiradas alíquotas de 1ml e 1mg dos potes de 
mel e de pólen (Fig. 1 A e B), respectivamente. 
As amostras foram submetidas a diluição em 
série (10-1 a 10-3) usando solução salina 0,85% 
esterilizada. Em seguida, 100μl de cada 
diluição foram semeados em Agar Nutriente 
(Himedia®) pelo método do espalhamento em 
placa e incubadas a 36 ºC por 48hs. As UFCs 
(unidades formadoras de colônia) com os 
morfotipos mais frequentes foram purificadas e 
posteriormente inoculadas em caldo nutriente 
e incubadas a 36º C por 72hs.  
 
Figura 1: Potes de estocagem de T. spinipes 
de onde as bactérias foram isoladas. (A) Pote 
de pólen e (B) Pote de mel. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os isolados do gênero Bacillus foram 

identificados de acordo com o manual de 
Bergey de sistemática bacteriológica. As 
células provenientes da cultura em Caldo 
Nutriente foram submetidas à hipertermia em 
banho-maria por 20 min. a 80 °C e 
posteriormente submetidas à coloração de 
esporos. Logo após, os isolados foram 
semeados em novo meio Caldo Nutriente e 
incubados por 48hs a 36 °C em condições 
aeróbias, objetivando isolar as bactérias 
aeróbicas esporulantes. Em seguida, os 
isolados foram submetidos à coloração de 
Gram para saber se realmente se tratavam de 
bactérias Gram positivas.  

Para testar a hipótese da produção de 
compostos antimicrobianos as bactérias 
isoladas foram submetidas ao teste de 
antagonismo in vitro contra as bactérias 
patogênicas 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 fração 
da colônia de cada bactéria isolada foi retirada 
com o auxilio de uma alça de platina e 
colocada em tubo de ensaio contendo solução 
salina 0,85%. Foram levadas ao vórtex por 3 

min. para que as células ficassem em 
suspensão uniformemente na solução. Uma 
alíquota de 100μl foi retirada de cada solução 
com a ajuda de uma pipeta, semeada em 
placa de Petri contendo meio Agar nutriente e 
colocada para crescer a 36ºC durante 24hs. 
Passadas 24hs discos de 0,5 cm de diâmetro 
foram retirados (Fig. 2 A) e colocados 
invertidos em placa Petri semeada com a 
bactéria patogênica (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 inibição com o auxilio de um 
paquímetro. Os meios de cultura bem como a 
esterilização foram feitos de acordo com os 
padrões da ANVISA (2013). 

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

 

 

 

  
 
 
 
 
Resultados e Discussão: 

Foram isoladas 16 bactérias 
pertencentes ao gênero Bacillus, sendo 14 a 
partir do pólen 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 inibição que variaram de 1 a 3 mm (Fig. 3). 
Estes resultados anuam com a hipótese de 
que existe uma forte relação entre bactérias do 
gênero Bacillus produtoras de compostos 
antimicrobianos e a abelha Trigona spinipes. 

B. circulans, B. megaterium e B. alvei já 
foram encontradas no mel, no pólen e no 
alimento das larvas de Melipona fasciata, 
produzindo enzimas digestivas que atuavam 
na pré-digestão do alimento estocado e na 
produção de substâncias antagonistas a micro-
organismo competidores, principalmente 
ácidos orgânicos e antibióticos (GILLIAM, 
ROUBIK e LORENZ, 1990).  
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Os resultados indicam que pode haver 
uma dependência por parte das abelhas da 
presença dessas bactérias para evitar a 
contaminação por micro-organismos que 
deterioram o alimento estocado no ninho.  

Por outro lado, a inibição de E. coli, o 
principal bioindicador de contaminação fecal 
dos alimento e da água, e a não inibição de S. 
aureus, uma bactéria envolvida em infecções 
em seres humanos, pode mascarar a presença 
desta última no substrato, uma vez que as 
operárias de T. spinipes visitam diversos locais 
em busca de alimento, inclusive aqueles 
envolvidos por atividades humanas. Nesse 
contexto, embora T. spinipes seja um 
reservatório natural de bactérias 
esporogênicas com potencial antagonista a 
outros micro-organismos, ela pode ser um 
vetor de micro-organismos indesejáveis, 
reforçando a hipótese que essas abelhas 
dependem de bactérias que produzam 
substâncias antimicrobianas para manter a 
saúde da colônia. 

O isolado Mel 2 apresentou o maior 
espectro de inibição, sendo antagônica a três 
das cincos bactérias patogênicas 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 gênero Bacillus. 

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

Pólen 1 + - - - - 
Pólen 2 - - - - - 
Pólen 3 + - - - - 
Pólen 4 + - - - - 
Pólen 5 - - - - - 
Pólen 6 + - - - - 
Pólen 7 + - - - - 
Pólen 8 - - - - - 
Pólen 9 + - - - - 

Pólen 10 + + - - - 
Pólen 11 + - - - - 
Pólen 12 + - - - - 
Pólen 13 - - - - - 
Pólen 14 + - - - - 

Mel 1 - - - + + 
Mel 2 + - - + + 

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

 
Figura 3: Ilustração do halo de inibição do 
isolado Mel 2 frente a E. coli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Embora o fenômeno de antagonismo 
seja uma indicação da produção de 
substâncias bioativas por essas bactérias, são 
necessários estudos mais detalhados para   
investigar a natureza química dos compostos 
produzidos por  elas, bem como a atividade 
antimicrobiana destes componentes 
isoladamente. 

Freitas et al. (2008) investigou a 
composição química do extrato etanólico de 
ninhos inteiros de T. spinipes e encontrou 
como compostos majoritários os triterpenos 
cicloartanos ácido magniferólico e ácido 3β-
hidroxi-24-metilenocicloartan-26-óico e os 
flavonóides 3’-metil-quercetina, sakuranetina, 
éter 7-metil campferol, tricetina e éter 7-metil 
aromadendrina. Embora essas substâncias 
tenham algum potencial antagonista a micro-
organismos contaminantes do ninho de T. 
spinipes, não há evidências concretas de que 
tenham sido produzidas por Bacillus sp. De 
qualquer forma, sabe-se que as bactérias 
desse gênero são capazes de produzirem 
substâncias voláteis que induzem a resposta 
sistêmica em plantas, como observado por 
Ryu et al. (2004) em B. subtilis que induziu a 
resposta sistêmica em plantas de Arabidopsis 
contra o patógeno Pectobacterium 
carotovorum. 

No entanto, serão necessários novos 
estudos que investiguem a natureza química 
dos compostos produzidos por estas bactérias, 
bem como a atividade antimicrobiana destes 
componentes isoladamente.  
 
Conclusões: 
 As colônias da abelha eussocial T. 
spinipes são reservatórios naturais de Bacillus 
sp, presentes principalmente no pólen 
estocado, com um bom potencial antagonista a 
bactérias patogênicas associadas a infecções 
em seres humanos e outros animais, e 
candidatas a produção de substâncias 
bioativas de interesse farmacêutico. 
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A presença de Bacillus spp nas 
colméias pode ser fundamental para a 
manutenção da qualidade microbiológica do 
pólen estocado, a principal fonte de proteína 
para as abelhas. 
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