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ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO MEL DE ABELHAS Apis mellifera L. E Melipona
subnitida L., FRENTE AMOSTRAS BACTERIANAS MULTIRRESISTENTES DE
Staphylococcus aureus E Pseudomonas aeruginosa.

NETO, Francisco Vicente de A. Atividade antimicrobiana do mel de abelhas Apis mellifera L.
e Melipona subnitida L. frente amostras bacterianas multirresistentes de Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa. 2010. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Federal Rural do Semi-arido, Mossor6 — RN, 2010.

RESUMO: Nos ultimos anos, a resisténcia bacteriana a maltiplas drogas tem aumentado devido
ao uso indiscriminado de antibioticos, amplamente utilizados no tratamento de infec¢Bes. Essa
situacdo tem forcado & busca de novas alternativas como substancias naturais, com a finalidade
desenvolver novos principios com atividades antibacterianas reconhecidas. Os produtos naturais
tém sido utilizados ha milhares de anos pela medicina popular para diversos propdésitos. Dentre
eles estd 0 mel, produto resultante da coleta e exsudatos de varias plantas pelas abelhas. Além de
seu valor nutricional, o mel vem recebendo uma maior atencéo pela comprovacédo de seus efeitos
medicinais através de suas propriedades terapéuticas, especialmente a atividade antimicrobiana.
Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro
exercida pelo mel das abelhas Apis mellifera L. e Meliponea subnitida L. sobre os
microorganismos Staphylococcus aureus Resistente a Metilcilina (MRSA) e Pseudomonas
aeruginosa multirresistentes isolados de amostras hospitalares. As amostras de mel utilizadas
foram obtidas de colméias mantidas na regido de Serra do Mel, RN, Brasil, e do Centro
Tecnologico de Apicultura (CETEC) da UFERSA, Mossord, RN, Brasil. Dados das analises
fisico-quimicas foram utilizadas para caracterizagdo dos méis de Apis mellifera L., além da cor,
consistindo em mel de cor clara (mC), ambar claro (mAC) e ambar escuro. O método de Kirby e
Bauer, difusdo em Agar de Mueller Hinton, foi utilizado para avaliacdo da atividade
antimicrobiana do mel, utilizando pogos de 06 mm de diametro, em presenca de 06 isolados
bacterianos. Para controle do experimento, em paralelo foram realizados antibiogramas com
diferentes antibidticos comerciais, utilizando as linhagens ATCC 25953 e ATCC 27853. Os
resultados dos testes demonstraram uma suscetibilidade para o MRSA, atingindo halos de
inibicdo de até 31 mm de didmetro. Porém, para a Pseudomonas aeruginosa, as zonas de inibi¢ao
chegaram até 19 mm, consideradas menores quando comparadas as produzidas sobre 0 MRSA,
devido, provavelmente, a fatores de resisténcia intrinsecos a Pseudomonas aeruginosa. Portanto,
este estudo apontou até o momento para um potencial terapéutico deste produto natural, em
especial a atividade antimicrobiana do mel de Apis mellifera L., demonstrando ser mais eficiente
do que o mel de Melipona subnitida.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade antimicrobiana, resisténcia bacteriana, Apis mellifera,
Melipona subnitida.



ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HONEY BEES Apis mellifera L. AND Melipona
subnitida L. FRONT BACTERIAL SAMPLES MULTIRESISTANT Staphylococcus aureus
AND Pseudomonas aeruginosa.

NETO, Francisco Vicente de A. Antimicrobial activity of honey bees Apis mellifera L. and
Melipona subnitida L. front bacterial samples multiresistant of Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. 2010. Dissertation (Master in Animal Science) - Universidade Federal
Rural do Semi-arido Mossoré — RN, 2010.

ABSTRACT: In recent years, bacterial resistance to multiple drugs has increased due to the
indiscriminate use of antibiotics, widely used to treat infections. This situation has challenged
scientists to search for new alternatives such as natural substances, in order to develop new
guidelines with antibacterial recognized. Natural products have been used for thousands of years
by the popular medicine for several purposes. Among them is the honey, a product resulting from
collection and exudates of various plants by bees. Besides its nutritional value, honey is receiving
greater attention by the scientific evidence of its medicinal effects through its therapeutic
properties, especially the antimicrobial activity. Thus, this study aims to evaluate the in vitro
antimicrobial activity exerted by the honey bee Apis mellifera L. and Melipona subnitida L. on
the microorganisms Metilcilina Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) and Pseudomonas
aeruginosa isolated from hospital samples. The honey samples used were obtained from hives
maintained in the region of Serra do Mel, RN, Brazil, and the Technological Center of
Beekeeping (CETEC) of UFERSA, Mossord, RN, Brazil. Data on the physical and chemical
properties were used for characterization of honey from Apis mellifera L., in addition to color,
consisting of honey-colored (mC), light amber (mAC) and dark amber. The method of Kirby and
Bauer, diffusion in Mueller Hinton agar was used to evaluate the antimicrobial activity of honey,
using wells 06 mm in diameter, in the presence of 06 bacterial isolates. To control the
experiment, were conducted in parallel with different antibiograms commercial antibiotics, using
the strains ATCC 25953 and ATCC 27853. The test results showed a susceptibility to MRSA,
reaching inhibition zones of up to 31 mm in diameter. However, for Pseudomonas aeruginosa,
the zones of inhibition reached 19 mm, considered minor when compared to produce about
MRSA, probably due to factors intrinsic resistance to Pseudomonas aeruginosa. Therefore, this
study identified to date for a therapeutic potential of this natural product, in particular the
antimicrobial activity of honey from Apis mellifera L., proving to be the more efficient than
honey from Melipona subnitida.

KEY WORDS: Antimicrobial activity, bacterial resistance, Apis mellifera, Melipona subnitida.
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1.INTRODUCAO

Apesar do grande desenvolvimento da inddstria farmacéutica, especialmente na producao
de medicamentos quimioterapicos, a partir de 1941, atualmente a medicina fitoterapica continua a
ser muito utilizada, readquirindo certo valor desde que foram noticiadas as conseqliéncias do
abuso de varios compostos quimicos, como 0s antibiéticos. Desde entdo, muitos pacientes foram
curados de infeccBes potencialmente fatais usando-se mais de um esquema terapéutico. Porém, a
utilizacdo indiscriminada de tais farmacos resultou no aparecimento de inlmeros microrganismos
resistentes, 0 que tornou necessario 0 emprego, cada vez maior, de novos quimioterapicos
(GOODMAN & GILMAN, 2007).

As doencas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da populagdo humana. E
nos ultimos anos, a resisténcia de microorganismos patogénicos a multiplas drogas, comumente
comercializadas e utilizadas na pratica clinica no tratamento de doencas infecciosas, tem sido
relatada. O surgimento de microorganismos resistentes pode ter varias origens, sendo uma delas
decorrente do préprio tipo de vida do ser humano. O principal fator €, sem duvida, o consumo
excessivo e inapropriado dos antibiéticos pelo homem, outros animais e na agricultura. A
prescricdo do antibiotico é geralmente empirica e sem a identificacdo prévia do agente patogénico
através de exames laboratoriais. Ao mesmo tempo, 0 aumento da migracdo da populacédo e o
transporte de animais ou de produtos de origem animal trazem doencas para areas onde nunca
haviam se instalado, resultando no espalhamento de microorganismos resistentes aos antibioticos
(LOHNER & STAUDEGGER, 2001).

Segundo Brito (2001) a medicina empirica € pratica comum na cultura popular, a despeito
das orientacdes medicamentosas atuais serem baseadas em investigacdes e comprovacoes
cientificas, representando cada vez mais para a populacdo leiga uma perspectiva de ampliacdo e
incremento do arsenal terapéutico. Essa situacdo tem forcado os cientistas a busca de novas
alternativas como substancias naturais, com a finalidade procurar novas drogas e principios com
atividades antimicrobianas reconhecidas, existentes nos extratos e 6leos essenciais de plantas,
utilizados no tratamento de diversas enfermidades (PEREZ, D., 1998). Portanto, apesar da
disponibilidade de um grande nimero de antibidticos de ultima geracdo, torna-se ainda
fundamental buscar compostos que possam atuar como novas drogas a serem utilizadas no
combate as doengas infecciosas (LOHNER & STAUDEGGER, 2001).

O conhecimento sobre os produtos naturais sempre tem acompanhado a evolucdo do
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homem através dos tempos. Registros existentes da medicina romana, egipcia, persa e hebraica
apontam que os produtos naturais eram utilizados de maneira extensiva para curar praticamente
todas as doencas, até entdo, conhecidas pelo homem (MATQOS, 1999). Os recursos terapéuticos
disponiveis até o século XIX eram exclusivamente oriundos de plantas medicinais e extratos
vegetais, tornando-se objeto de estudo cientifico, a partir do século XX, com a tendéncia de se
isolar os principios ativos, no que se refere as suas variadas propriedades medicinais, inclusive
quanto a atividade antimicrobiana. No Brasil, se observa um uso disseminado de substancias
naturais com objetivo de tratamento de varias doencas, principalmente infeccGes de pele e
respiratérias (BRITO et al., 2001; LOGERCIO et al., 2005).

Um agente promissor nesse sentido é o mel, produto resultante da coleta e exsudatos de
varias plantas pelas abelhas. O primeiro estudo sobre os efeitos antimicrobianos do mel foi
relatado por Van Ketel em 1892. Desde entéo varios outros estudos tém sido realizados sobre este
assunto, na tentativa de identificar os agentes antimicrobianos em mel e da gama de organismos
sensiveis a esta acdo antimicrobiana (JOHNSON et. al., 2005; KACANIOVA et al., 2009;
COOPER et. al., 2005; GHORI et al., 2009).

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antimicrobiana in vitro exercida pelo mel de abelhas africanizadas
(Apis mellifera L.) e abelhas indigenas sem ferrdo (Melipona subnitida L.) sobre os
microorganismos Staphylococcus aureus Resistente a Metilcilina (MRSA) e Pseudomonas

aeruginosa multirresistentes isolados de amostras provenientes de pacientes hospitalares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

« Detectar a atividade antimicrobiana das amostras de mel com diferentes caracteristicas
fisico-quimicas frente a isolados hospitalares de Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes, de diferentes topografias infecciosas em humanos.

« Detectar uma possivel atividade antimicrobiana das amostras de mel frente a isolados

hospitalares de Staphylococcus aureus Resistente a Metilcilina (MRSA).
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRINCIPIOS ATIVOS NATURAIS

Atualmente a medicina tradicional tem crescido em todos os sentidos, mas a importancia
dada aos produtos naturais como alternativas terapéuticas vem aumentando a cada dia, e 0
homem tem se beneficiado da ciéncia que lhes permitiu conhecer inimeras substancias e
processos organizados pela natureza para desenvolver diversos outros compostos de uso
medicinal Como as plantas produzem inimeras substancias biologicamente ativas, tem-se nos
produtos de origem vegetal uma fonte importante de recursos. Produtos naturais, quer como
compostos puros, como o mel, o propolis e a geléia real produzidos pelas abelhas ou extratos
vegetais padronizados, proporcionam oportunidades ilimitadas para novos medicamentos, devido
a disponibilidade de diversidade quimica em sua composicdo (OLIVEIRA e AKISSUE, 1992;
COS et al., 2006).

Os produtos naturais tém sido utilizados ha milhares de anos pela medicina popular para
diversos propdsitos. Muitas das terapias milenares de civilizagdes antigas utilizaram os produtos
das abelhas como valiosos recursos terapéuticos e/ou conservativos. Nos Ultimos tempos o mel
tem ganhado popularidade como um composto saudavel, sendo utilizado como alimento e
também por proporcionar beneficios a satde humana prevenindo doencas como inflamacéo,
cardiopatias e até mesmo o cancer. Curiosamente, 0 mel tem sido reivindicado para reduzir a
inflamacdo, debridamento de tecido necrosado, reduzir edema, e promover a angiogénese e
epitelizacdo. Mais recentemente, tem havido uma série de relatorios de mel sendo utilizado com
sucesso como curativo para feridas, incluindo queimaduras, Ulceras, feridas cirdrgicas infectadas,
infeccdes necrotizantes de tecidos moles, feridas meningocécica e abdominais e, no tratamento e
prevencdo do resfriado comum e varias infeccdes do trato respiratério (JOHNSON et. al., 2005;
COOPER et. al., 2005; GHORI et al., 2009).

Vaérios estudos tém sido propostos para validar esta cultura popular sobre as propriedades
terapéuticas do mel, e em tempos mais recentes tem-se observado um renascimento do seu uso
entre outros produtos fornecidos pelas abelhas como medicamento. Encontra-se nos produtos das
abelhas, como o mel e prépolis, atividades bioldgicas essenciais a vida humana e a longevidade como
um todo: antiinflamatdria, antimicrobiana, citotdéxica contra células tumorais, antioxidante,

hepatoprotetora, protecdo do pancreas e do baco, controle da diabetes, mau colesterol, controle do
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excesso de trigliceridios entre outras inimeras atividades. O mel como a maioria dos produtos
naturais, pode ter uma grande variagdo em componentes terapéuticos em fungdo da sua origem
(BASUALDO et al., 2007; MUILI et al., 2008).

As plantas produzem o néctar, usado pelas abelhas para originar o mel e outros produtos. Elas
transformam o néctar por meio da evaporacdo da agua e da adi¢cdo de enzimas, de forma que, 0s
compostos bioativos da planta de origem do néctar podem ser transferidos para o mel. A capacidade
antioxidante e a composicao do mel dependem da fonte floral, das condi¢gdes ambientais, etc. Assim,
a origem floral do mel desempenha um papel importante em suas propriedades biolégicas. Em
conseqliéncia, ndo seria espantoso acreditar que a proveniéncia do mel pode determinar suas
propriedades antibacterianas (BASUALDO et al., 2007; MUILI et al., 2008).

3.2 PRODUCAO DE MEL

A apicultura ¢ uma atividade agropecuaria alternativa que vem despertando grande
interesse no Brasil e principalmente na regido Nordeste, gerando nos ultimos anos grandes
beneficios sociais, ecoldgicos e econdmicos, como uma das atividade mais rentaveis do Pais, e
seu crescimento tem se baseado no aproveitamento de floradas silvestres nativas (MILFONT et
al., 2009). Além disso, o Brasil possui potencial para a obtencdo de grandes quantidades de
produtos apicolas, devido as condigdes climaticas bastante favoraveis na maior parte do seu
territorio; extensas areas ocupadas com cobertura vegetal natural diversificada ou substituida por
varias culturas agricolas, pomares comerciais e reflorestamentos que apresentam interesse
apicola. Uma vantagem competitiva que a apicultura brasileira possui é o elevado grau de
toleréncia as pragas e doencas que as abelhas africanizadas apresentam e que tantos prejuizos tem
causado em outras importantes regides apicolas mundiais (PEREZ et al., 2004; APICULTURA,
2004).

As abelhas sdo insetos da ordem das Himenopteras, que surgiram na terra hd mais de 50
milhGes de anos. No Brasil, além da Apis mellifera L. introduzida por imigrantes europeus no
século XIX, sdo também encontradas abelhas sociais nativas, pertencentes a subfamilia
Meliponinae. Estas sdo popularmente conhecidas como abelhas-indigenas-sem-ferrdo,
compreendendo mais de 200 espécies diferentes, algumas das quais frequentemente criadas para
a producdo de mel (DEMERA et al., 2004; GONCALVES et al, 2005). As abelhas meliponineas

sdo as espécies bora (Tetragona clavicepes L), jatai (Tetragonisca angustula L.), jandaira
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(Melipona subnitida L.), mandacaia (Melipona quadrifasciata L.), mirins (Plebéia sp.) e urucu
nordestina (Melipona scutellaris L.) (NOGUEIRA-NETO, 1997).

O mel para consumo humano € definido, segundo a instru¢do normativa n°11 (BRASIL,
2000), como “o produto alimenticio produzido pelas abelhas meliferas, a partir do néctar das
flores ou das secrecOes procedentes das partes vivas das plantas ou de excrecfes de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas de plantas, que as abelhas recolhem,
transformam, combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos
favos da colméia” (mel de melato) (SILVA et al., 2006).

Dos produtos fornecidos pelas abelhas, 0 mel é sem divida o mais conhecido e difundido.
Foi um dos primeiros alimentos do homem e praticamente todas as civilizagdes antigas o
utilizaram como suplemento alimentar e recurso medicinal, gracgas as suas inimeras propriedades
atribuidas. Atualmente utiliza-se fartamente do mel sob diversas formas e associacGes, sem
desconhecer suas qualidades farmacologicas como fitoterapicos e seu valor nutricional, pois além
de sua qualidade como alimento o mel é dotado de inimeras propriedades terapéuticas
(MULLAI et al., 2007; GONCALVES et al, 2005; SILVA et al., 2006).

O mel é considerado o produto apicola mais facil de ser explorado, sendo também o mais
conhecido e aquele com maiores possibilidades de comercializacdo. Além de ser um alimento, €
também utilizado em indastrias farmacéuticas e cosméticas, pelas suas conhecidas acdes
terapéuticas. No entanto, os principios cientificos aplicados ao mel comegam quando o apicultor
retira o favo da colméia, e a partir dai efetiva a colheita e o respectivo processamento dentro de
normas técnicas e altamente higiénicas, para que o produto alcance o consumidor com todas as
suas qualidades essenciais, sem outras interferéncias prejudiciais (SILVA at al., 2006; SOUSA et
al., 2008).

3.3 COMPOSICAO DO MEL

O mel é uma substancia natural espessa e doce produzida pelas abelhas a partir do néctar
das flores ou de secrecGes sacarinicas de partes vivas de plantas ou das excrecfes de plantas, que
as abelhas recolhem, transformam e combinam com substancias especificas proprias. E também
definido como néctar e exsudacdo acucarada de plantas, que sdo coletadas e modificadas pelas
abelhas através da evaporacdo da &gua e da adigdo de enzimas, as quais armazenam e deixam
maturar nos favos da colméia (OLAITAN et al., 2007; AL-WALLI, 2004; LERRER et al., 2007).
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A composicdo do mel é bastante variavel, sendo influenciada por sua origem floral e
geografica, assim como pelas condi¢bes climaticas do local de producdo, sendo, por isso,
classificado como um alimento complexo do ponto de vista biolégico e analitico. O mel é
constituido essencialmente de varios agucares, representando 95 a 99% do mel de matéria seca,
predominantemente D-frutose (38,2%) e D-glicose (31,3%) (OLAITAN el at., 2007), como
também de outros componentes e substancias como maltose, sacarose, oligossacarideos,
carboidratos, minerais, &cidos organicos, derivados de carotendides, terpendides, flavonoides,
acidos fendlicos, enzimas glucose oxidase, catalase, acido ascorbico e particulas solidas coletadas
pelas abelhas.

A aparéncia do mel, seu sabor e aroma dependem da origem floral, processamento,
armazenamento, fatores climaticos durante o fluxo de néctar, tempo de amadurecimento do mel na
colméia e contetido de minerais. Apresenta uma coloracdo que varia do amarelo-claro a marrom-
escuro, podendo ser bastante viscoso ou até mesmo sélido e, em fungéo do tratamento o mel pode
ser fluido, espesso ou cristalino. Variedades de mel podem ser identificadas por sua cor, gosto,
sabor e maneira de cristalizacdo. Em circunstancias excepcionais, o sedimento do mel é analisado
pelo conteddo de grdos de pdlen. Outras caracteristicas Uteis na identificacdo do tipo de mel
incluem condutividade especifica e componente do flavor especifico da variedade (RYBAK,
2004; PEREIRA et al. 2003; MULLAI et al., 2007; LURLINA et al., 2005). A agua é o segundo
componente mais importante do mel. Seu conteudo é fundamental, pois afeta o armazenamento
do mel. O teor de agua final depende de inumeros fatores ambientais durante a producéo, tais
como clima e umidade no interior da colméia, mas também sobre as condi¢bes do néctar e o

tratamento do mel durante a extracao e armazenamento (OLAITAN et al., 2007).
Tabela 1 - Composicdo média do mel de abelha (SILVA et al., 2006)

Valor calérico e Minerais Vitaminas
composicéo centesimal

Calorias (kcal/100g) 304 Célcio (mg/100g) 6 Vit. C (mg/100g) 05
Umidade (g/100g) 17,10 Fosforo (mg/100g) 4 Riboflavina (mg/100g) 0,038
Carboidratos totais 82,40 Sédio (mg/100g) 4 Niacina (mg/100g) 0,121
(9/1009)
Frutose (g/100g) 38,50 Potéassio (mg/100g) 52 Ac. Pantoténico (mg/100g) 0,068
Glicose (g/1009) 31,00 Ferro (mg/100g) 0,42 Vit. B-6 (mg/100g) 0,024
Maltose (9/100g) 7,20 Zinco (mg/100g) 0,22 Folato total (mg/100g) 2
Sacarose (g/100g) 1,50 Magnésio (mg/100g) 2
Outros carboidratos 4,00 Selénio (mcg/100g) 0,8
(9/1009)
Fibras (g/100g) 0,2 Cobre (mg/1009) 0,036
Proteina total 0,30 Manganés (mg/100g) 0,080
(9/100g)

Fonte: USDA
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3.4 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO MEL

Existem muitas variagdes em relacdo as caracteristicas dos méis produzidos em diferentes
regides do Brasil, seja em relacdo as suas caracteristicas organolépticas (aroma, sabor e cor), seja
em relacdo a composicdo fisico-quimica, visto que vérios fatores podem interferir na sua
qualidade, como condicgdes climaticas, estagios de maturacdo, espécie de abelha, processamento
e armazenamento, além do tipo de florada. Este conjunto de caracteristicas tem possibilitado o
desenvolvimento de grandes projetos, obtendo-se mel sem qualquer contaminacdo quimica.
Contudo, estas mesmas caracteristicas que possibilitam ao Pais um grande potencial produtivo,
proporcionam uma grande variagcdo na composicdo desse produto. Devido a esta diversidade de
fatores, os estudos voltados para a caracterizagcdo fisico-quimica dos meis sdo de extrema
importancia para a criacdo de padroes de qualidade, subsidiando a sua melhoria e dando garantias
do produto ao consumidor (MALIKA et al., 2004; SILVA et al., 2004; ALVES et al, 2005;
BALTRUAITYTE et al., 2007). Essas caracteristicas também sdo utilizadas no sentido de
fornecer informacgdes que possam contribuir para o conhecimento do produto, dentre elas: 0s
acucares, umidade, atividade diastasica, hidroximetilfurfural, proteinas, cinzas. pH, acidez, indice
de formol, condutividade elétrica, viscosidade e cor (ALVES et al, 2005).

As caracteristicas fisico-quimicas observadas no mel proveniente da flor do cajueiro séo
marcantes e permitem caracterizd-lo como um produto proprio das areas de cajucultura, sendo,
portanto, tipico da regido Nordeste do Brasil. Sua coloracdo escura, acidez total acentuada e a
quantidade de aminoacidos relativamente alta podem, juntamente com outros parametros, como o
polinico e sensorial, ser caracteristicas importantes na denominacao da origem geografica deste
mel, agregando assim valor a producéo regional (BENDINI et al., 2008).

O mel das abelhas sem ferrdo (nativas) € um produto que tem apresentado uma demanda
crescente de mercado, pelo sabor peculiar e pelas propriedades terapéuticas a ele atribuidas,
obtendo precos mais elevados que o das abelhas do género Apis em diferentes regifes do Brasil.
Entretanto, ainda existem poucos estudos sobre as caracteristicas fisico-quimicas, que
possibilitem definir padrdes de qualidade para a sua comercializacdo (KEER et al., 1996;
MARTINS et al., 1997).
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3.5 PROPRIEDADES TERAPEUTICAS DO MEL

Durante as ultimas décadas, a utilizacdo indiscriminada de antibidticos em diversos
setores da agricultura, bem como da satide humana, vem favorecendo a emergéncia de linhagens
de microorganismos patogénicos apresentando resisténcia aos mais variados antibidticos. Frente
a necessidade de desenvolvimento de novas classes de antibidticos, diversas pesquisas tém sido
desenvolvidas com produtos naturais, seja de origem vegetal como animal, visando a detec¢do e
caracterizacdo de compostos quimicos com propriedades terapéuticas, entre elas a
antimicrobiana. (GONCALVES et al, 2005) Como alternativa aos agentes terapéuticos
tradicionais, uma ampla variedade de substancias naturais tém sido utilizadas, dentre as quais o
uso topico de substancias com elevada osmolaridade como o mel, sendo o aglcar e seus
derivados citados como agentes cicatrizantes e antimicrobianos (SILVA et al., 2006;
BALTRUAITYTE et al., 2007; ALVES et al, 2008; CASTRO et al, 2009).

3.5.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO MEL

Dentre as propriedades farmacologicas do mel, a atividade antimicrobiana tem despertado
interesse entre 0s pesquisadores devido ao seu potencial de aplicabilidade em casos clinicos,
como poder cicatrizante e antioxidante. Nesse sentido, o uso do mel de abelha como elemento
terapéutico tém mostrado resultados promissores. Contudo, os efeitos terapéuticos variam de
acordo com os seus constituintes e variedades de compostos. O mel tem sido relatado a ter um
efeito inibitorio para cerca de 60 espécies de bactérias, incluindo aerdbias e anaerdbias, Gram-
positivas e Gram-negativas, como o Staphylococcus aureus e a Pseudomonas aeruginosa,
considerada um patégeno oportunista (ALVES et al, 2008; OLAITAN et al., 2007; LEE et al.,
2008; CASTRO et al, 2009; LURLINA et al., 2005; LERRER et al., 2007; KWAKMAN, P.H.S.
et. al., 2010).

O mel tem sido utilizado desde os tempos antigos para o tratamento de algumas doencas
respiratOrias e para a cura de feridas cutaneas, ou seja, ele tem a capacidade de neutralizar a acdo
de varios microorganismos, além de ser considerado um alimento de alto teor energético. A
capacidade de o mel poder inibir o crescimento bacteriano pode ser devido a diversos fatores

distintos, e essa atividade antibacteriana pode ser explicada pelo elevado teor de minerais —
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muitos dos quais fatais para um grande nimero de microorganismos — e pela propria acéo fisica
do produto na presenca de bactérias, quando ocorre um processo semelhante a osmose, 0 mel
rouba agua de certas bactérias sem a qual ndo podem sobreviver. Varios mecanismos tém sido
descritos para explicar sua atividade antimicrobiana e seu efeito curativo, podendo ser devido as
propriedades fisicas e quimicas. Os embasamentos existentes relacionados a atividade
antimicrobiana do mel sdo controversos. Segundo Molan (1992), os fatores fisicos, como sua alta
osmolaridade e acidez do mel, e os fatores quimicos relacionados com a presenca de substancias
inibidoras, estdo entre as caracteristicas fisicas que contribuem para sua acdo bactericida e
bacteriostatica. Compostos volateis, acidos organicos, cera de abelha, néctar, pélen e prépolis,
incluindo entre outros compostos, duas importantes classes de flavonoides e os acidos fendlicos
(acido caféico e acido feralico) sdo importantes fatores quimicos que também fornecem
propriedades antibacterianas ao mel. Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias
de origem natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos
possuem uma série de propriedades farmacologicas que os fazem atuar sobre sistemas bioldgicos.
Consequentemente, muitas dessas propriedades atuam de forma benéfica para a saide humana.
Atualmente, ja foram identificadas mais de quatro mil substancias pertencentes ao grupo dos
flavondides. Algumas enzimas secretadas por glandulas do aparelho digestivo das abelhas séo
introduzidas no néctar ja a partir de sua coleta, como a glicose-oxidase, que converte a glicose em
glicolactona, produzindo também o perdxido de hidrogénio, este Ultimo considerado por muitos
autores como sendo responsavel pela atividade antimicrobiana constatada no mel (BASUALDO
et al., 2007; MULLAI et al., 2007; OLAITAN et al., 2007; KWAKMAN et al., 2008; LEE et al.,
2008; LURLINA et al., 2005; COOPER et al, 2005; MALIKA et al., 2004; GONCALVES et al,
2005).

Muitos compostos ja foram identificados no mel, porém, até o momento, as suas
propriedades farmacoldgicas, especialmente a atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, e
cicatrizante, foram as mais estudadas. Os embasamentos existentes relacionados a atividade
antimicrobiana do mel sdo controversos. Segundo Molan (1992), os responsaveis pela atividade
antimicrobiana sdo os fatores fisicos, como sua alta osmolaridade e acidez, e os fatores quimicos
relacionados com a presenca de substancias inibidoras, como o peroxido de hidrogénio, e

substancias volateis, como os flavondides e acidos fendlicos.
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Outros estudos, também constataram uma correlacdo direta entre a reducdo no contetido
de perdxido de hidrogénio e a reducdo na atividade antimicrobiana de méis expostos a luz,
concluindo-se que, quanto mais secrecBes as abelhas adicionam ao néctar ou a solucgdes
acucaradas, mais ricas estas ficam em glicose oxidase e, consequentemente, a quantidade de
peréxido de hidrogénio se torna maior, incrementando desta forma a atividade antimicrobiana
destes méis. Entretanto outros autores (MOLAN & RUSSELL, 1988), apds efetuarem a remocéo
enzimatica do peréxido de hidrogénio contido no mel monofloral, constataram que o0 mesmo
continuava inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus. Baseado nestes experimentos, estes
mesmos autores sugeriram que substancias antibacterianas adicionais, € ndo apenas o perdxido de
hidrogénio, proveriam uma significante parcela da atividade antimicrobiana do mel. Estes outros
fatores estariam relacionados com as fontes florais do mel ZUMLA & LULAT (1989), sugerem
que o efeito osmotico e o baixo pH encontrados no mel, contribuem para o rompimento da parede
da célula bacteriana. E, entre outros, a presenca de flavonoides, juntamente com o acimulo de
peréxido de hidrogénio estariam sinergisticamente atuando na atividade antimicrobiana final do
mel (GONCALVES et al, 2005; BALTRUAITYTE, 2007).

O mel contém &cidos (0 pH medio é cerca de 3,9 e varia entre 3,1 a 4,5) que contribuem
para a sua resisténcia a danos causados por microorganismos. O mel contém muito mais acido
glucénico do que qualquer outro acido; ele é produzido pela acdo, sobre a glicose, da enzima
glicose-oxidase, proveniente das glandulas hipofaringeas das abelhas e estd em equilibrio com a
glicolactona. Este tipo de equilibrio caracteriza a acidez lacténica (RACOWSKI et al, 2007).

A enzima invertase adicionada pelas abelhas transforma 3/4 da sacarose inicial do néctar
coletado nos acucares invertidos em glicose e frutose, a0 mesmo tempo, que acgucares superiores
sdo sintetizados, ndo estando presentes no material vegetal original. Esta acdo é continua até que
o “amadurecimento” total do mel ocorra. Dessa forma, pode-se definir o amadurecimento do mel
como a inversdao da sacarose do néctar pela enzima invertase e sua mudanca simultanea de
concentracdo (CAMARGO et al., 2003).

A enzima glicose-oxidase, excretada pelas abelhas, é a responsavel pela conversdo da
glicose, na presenca de dgua e oxigénio, em acido glucdnico (principal composto acido do mel) e
peréxido de hidrogénio, ambos considerados potentes agentes antioxidantes que atacam a
membrana citoplasmatica dos microrganismos, preservando e mantendo a esterilidade do mel

durante a maturagdo. A principal substancia antibacteriana do mel é o peroxido de hidrogénio,
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capaz de proteger o mel contra a decomposicdo bacteriana até que seu conteudo de acglcares
esteja alto o suficiente para fazé-lo e cuja quantidade presente é dependente tanto dos niveis de
glicose-oxidase, quanto de catalase, uma vez que a catalase destroi o perdxido de hidrogénio
(WESTON et al., 2000).

O Perdxido de hidrogénio € um agente antimicrobiano muito conhecido, inicialmente
aclamado por suas propriedades bactericidas e desinfetantes quando utilizado pela primeira vez
em atividades clinicas. (MOLAN, 1992). Apesar da concentracdo de perdxido de hidrogénio no

mel ser muito baixa ele é considerado eficaz como um agente antimicrobiano.

O perdxido de hidrogénio e acidez é produzido pela reagéo:

Glicose + H,O + O, —»H,0; + acido Glucbnico (serve para preservar o mel)

Pesquisas tém mostrado que muitas bactérias patogénicas sdo sensiveis a atividade
antimicrobiana do mel. Mais recentemente tem havido uma série de relatos de mel sendo
utilizado com sucesso como curativo para feridas, incluindo queimaduras, ulceras, feridas
infectadas, infeccbes necrotizantes de tecidos moles, infeccdes abdominais. Uma analise de
experimentos controlados que envolvem o uso do mel com poder curativo, mostrou ser superior
aos anti-sépticos e ou antibidticos de uso sistémico para cicatrizacdo de feridas, manutencao da
esterilidade e erradicacdo da infeccdo. Em outros estudos, alguns méis foram testados para
exercer uma acdo antimicrobiana contra um amplo espectro de microorganismos, incluindo
bactérias resistentes a antibidticos como o Staphylococcus aureus resistente a metilcilina,
Enterococcus sp. resistente a vancomicina e outros bastonetes gram negativos multirresistentes
(COOPER et al, 1999; JOHNSON et al, 2005; SILVA et al., 2006).

A resisténcia microbiana do mel nunca foi relatada, o que torna um promissor agente
antimicrobiano. No entanto, a atividade in vitro do mel contra bactérias resistentes aos
antibioticos e suas aplicacGes relatadas como bem sucedidas no tratamento de algumas infeccdes
crbnicas que ndo respondem a terapia antibiotica, tém atraido uma importante atencdo dos
pesquisadores (BOUKRAA, 2008).

As doengas infecciosas estdo entre as principais causas de morte da populacdo humana.
Esse fato € devido, em grande parte, ao surgimento de microorganismos multirresistentes aos
antibidticos. Bactérias resistentes a antibioticos representam uma grave ameaca para a salude

publica. Para todos os tipos de antibioticos, incluindo a Gltima grande instancia de drogas, a
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frequéncia de resisténcia bacteriana estd aumentando cada vez mais em todo o mundo. Ainda
mais alarmante, atualmente poucos antibioticos estdo sendo desenvolvidos, pois muitas industrias
farmacéuticas deixaram o campo de descoberta de novos antibidticos. Portanto, estratégias
alternativas de antimicrobianos sdo urgentemente necessérias (LOHNER & STAUDEGGER,
2001).

A Tabela 2 mostra alguns dos patdgenos sensiveis a acdo do mel e as possiveis infeccoes
causadas por estes (SILVA et al., 2006).

Tabela 2 - Infecges causadas por bactérias sensiveis a atividade antimicrobiana do mel.

PATOGENOS INFECCOES

Bacillus anthracis Antrax

Corynebacterium diphtherine Difteria

Escherichia coli Diarréia, infecgdes urindrias,etc.
Haemophilus influenzae Infecces respiratdrias, sinusites, etc.
Klebsiella pneumoniae Pneumonia

Listeria monocytogenes Meningite

Mycobacterium tuberculosis Tuberculose

Pateurella multocida Mordidas de animais infectados
Proteus species Infecgdes urinarias e de ferimentos
Pseudomonas aeruginosa Infecgdes urinarias e de ferimentos
Salmonella species Diarréia

Salmonella cholerae-suis Septicemia

Salmonella typhi Febre tifoide

Salmonella typhimurium InfecgBes de ferimentos

Serratia marcescens Septicemia

Shigella species Disenterias

Staphylococcus aureus Infecgbes de ferimentos
Streptococcus faecalis InfecgBes urinarias

Streptococcus mutans Céries dentarias

Streptococcus pneumoniae Meningites, pneumonia e sinusites
Streptococcus pyogenes Febre reumética, infecgéo de garganta
Vibrio cholerae Colera

(SILVA et al., 2006).

3.6 AGENTES ANTIMICROBIANOS

O conceito substancias derivadas de um organismo vivo podem exterminar outros
(antibiose) é quase tdo antigo quanto a ciéncia da microbiologia. Na verdade, a aplicacdo da
antibioticoterapia, sem que fosse reconhecida como tal, é consideravelmente antiga. O triunfo dos
antibioticos sobre as bactérias patogénicas € uma das mais bem sucedidas historias da medicina
moderna. No sentido mais estrito, os antibidticos sdo substancias quimicas antibacterianas

produzidas por diversas espécies de microorganismos (bactérias, fungos e actinomicetos),
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utilizadas para o tratamento de moléstias infecciosas, suprimindo o crescimento de outros
microorganismos, podendo eventualmente maté-los. Os antibiéticos diferem bastante em suas
propriedades fisicas, quimicas e farmacoldgicas, espectro antimicrobiano e mecanismo de agéo.
Muitos antimicrobianos foram identificados quimicamente e outros foram sintetizados em
laboratdrio, os quimioterapicos, aumentando muito o arsenal terapéutico (ALTERHUM, 2004;
GOODMAN & GILMAN, 2007).

A esséncia da quimioterapia é a toxicidade seletiva, matar ou inibir o microorganismo
sem afetar o hospedeiro. Os antibidticos e 0s quimioterdpicos interferem com diferentes
atividades da célula bacteriana, causando a sua morte, efeito bactericida, ou somente inibindo o
seu crescimento, produzindo um efeito bacteriostatico. Do ponto de vista clinico, tanto os
bactericidas como o0s bacteriostaticos sdo extremamente eficientes. As interacbes dos
antimicrobianos com a célula bacteriana podem ocorrer no nivel da parede, membrana
citoplasmatica, sintese de proteinas e sintese de acidos nucléicos. Trés condi¢bes devem ser
preenchidas para que um antimicrobiano iniba ou mate uma bactéria: a existéncia de um alvo, o
antimicrobiano deve ter a capacidade de atingir o alvo e ndo pode ser inativado antes de atingi-lo.
A partir desse principio, as bactérias podem ser classificadas em sensiveis e resistentes aos
antimicrobianos. A resisténcia pode ser natural ou adquirida. A natural corresponde a uma
caracteristica da espécie bacteriana e todas as amostras desta espécie tém esta propriedade. Na
adquirida, somente parte das amostras € resistente. Devendo ficar claro que o antimicrobiano ndo
induz a resisténcia, sendo essa aquisi¢cdo decorrente de uma alteracdo genética que se expressa
bioguimicamente (VENONESE et al, 2002; GOODMAN & GILMAN, 2007).

Ha vérias classes de antibioticos disponiveis para uso clinico, como penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, quinolonas e sulfonamidas; porém,
muitas doencas infecciosas vém tornando-se de dificil tratamento.

Os antibidticos estdo entre os medicamentos mais comumente prescritos e também
utilizados de forma incorreta. A consequéncia inevitavel do uso disseminado é o aparecimento de
patdgenos resistentes, levando a uma necessidade cada vez maior de novos antimicrobianos.
Entretanto, o ritmo de desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas diminuiu drasticamente,
com a introducdo de um pequeno nimero de novos farmacos anualmente na préatica clinica, dos
quais poucos sao realmente novos. A demanda por novos antimicrobianos também é decorréncia

do alto custo e dos inimeros efeitos colaterais das drogas atualmente disponiveis. Acredita-se que
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a reducdo do uso inapropriado dos antibidticos constitua a melhor maneira de controlar a
resisténcia (WANNMANCHER, 2004; ALTERHUM, 2004; GOODMAN & GILMAN, 2007,
NASCIMENTO et al, 2000).

3.7 AGENTES ETIOLOGICOS

As infeccBes bacterianas tém tido um papel marcante na historia da humanidade. Desde
tempos remotos diversos agentes bacterianos tém sido responsaveis por doencas endémicas ou
epidémicas que tiveram efeitos devastadores sobre a populagdo. As infecgcdes bacterianas podem
ser divididas em dois grandes grupos: exdgenas e enddgenas. Sdo consideradas exdgenas as
infeccBes cujos agentes atingem o hospedeiro a partir de um reservatorio ou fonte externa, e
endogenas as infecgdes causadas por agentes da flora normal do proprio hospedeiro. Quando a
bactéria se instala com sucesso no hospedeiro, ela o infecta, podendo vir ou ndo a provocar a
doenca. Muitas bactérias sdo parte da flora normal que o homem abriga em véarios dos seus
orgaos e, em geral, causam apenas infeccdo. Os agentes infecciosos para sobreviverem e se
multiplicarem necessitam de condicdes apropriadas. Os locais que tais condi¢des existem sdo 0s
reservatorios, que pode ser o proprio homem ou um outro animal. Porém, uma caracteristica
importante dos agentes infecciosos € a sua capacidade de dinamicamente mover-se entre
hospedeiros diversos, eventualmente causando doengas, quando encontra um individuo
susceptivel (ALTERHUM, 2004; PEREIRA, 2003; MURRAY, 2006; ZANON, 2007).

Entre os agentes infecciosos que colonizam os seres humanos, estdo 0s cocos gram-
positivos, os quais formam um grupo heterogéneo de aproximadamente 21 géneros. A forma
esférica, a reacdo do método de Gram e a auséncia de enddsporos sdo caracteristicas comuns que
eles compartilnam. Dentre 0s varios géneros de cocos, estdo 0s aerobios catalase-positivos, tendo
como destaque os Staphylococcus, estando presentes na pele e nas membranas mucosas dos seres
humanos, em outros mamiferos e em aves. Atualmente o género compreende 32 espécies e 15
subespécies, muitas das quais podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas. O género
Staphylococcus é constituido por importantes patdgenos humanos, sendo as espécies mais
comuns o Staphylococcus epidermidis, o Staphylococcus saprophyticus e o Staphylococcus
aureus causando um amplo espectro de doencas sistémicas potencialmente fatais; infeccdes
cuténeas, de tecidos moles, 0ssos e das vias urinarias; e infeccBes oportunistas. A espécie mais

comumente associada a doenga humana é o Staphylococcus aureus, 0 membro mais virulento e
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mais bem conhecido do género (VENONESE et al, 2002; MURRAY et al., 2006; KONEMAN et
al., 2008; ROSSI et al., 2005)

O Staphylococcus aureus é um agente etiolégico importante associado a infeccGes
adquiridas, tanto na comunidade como em hospitais, e que se tornou um paradigma das infeccGes
bacterianas. Considerado um dos principais patdégenos humanos, destaca-se por sua
patogenicidade que o capacita a produzir doencas tanto em individuos imunocomprometidos
quanto em higidos e por sua facil disseminacdo intra-hospitalar associada a resisténcia aos
antibiéticos (MENEGOTTO & PICOLI, 2007).

As infecgdes causadas pelo Staphylococcus aureus sdo de extrema relevancia pela
capacidade  das cepas desenvolverem resisténcia a oxacilina (metilcilina), antibidtico
amplamente utilizado no tratamento de infec¢cdes relacionadas, visto que entre as infeccdes
comunitarias e nosocomiais aquelas produzidas pelos Staphylococcus aureus meticilina resistente
(MRSA) tem lugar de destaque por constituir um sério problema, pela sua frequéncia, morbidade
e mortalidade e principalmente pelas dificuldades de tratamento. Essa resisténcia constitutiva a
oxacilina é determinada pela presenca de um gene localizado no cromossomo, 0 gene mecA, que
altera a estrutura das proteinas ligadoras de penicilina (PBP) presentes na membrana, reduzindo
a eficacia dos antibidticos beta-lactamicos, sem relagdo com a producao de beta-lactamases. Estes
organismos sdo denominados de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) (ROSSI
et al, 2005; COLLI et al., 2009). Dentre os fatores de risco para infeccdo por MRSA considera-
se 0 tempo de internacdo, terapia prolongada com antibioticos, presenca de feridas, uso de
cateter e contato com pessoas que apresentam estes fatores de risco. O contato direto com essas
infeccbes propicia a disseminacdo dessa bactéria, porém pode ser prevenida através da
higienizacédo e da assepsia rigorosa das maos, principalmente dos profissionais de salde que séo o
veiculo mais comum para a transmissdao do MRSA (HARDY et al., 2004).

Dados do National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS), do Center for Disearse
Control and Prevention (CDC), mostram que, desde 1999, a proporcao de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina (MRSA) ultrapassa a 50% entre os pacientes internados em UTI. No
Brasil, os indices de cepas MRSA sdo também, em média, bastante elevados (40% a 80%),
principalmente nas cepas isoladas em UTI. Muitos estudos tém documentado, também, aumento

de custos associados a infeccbes por MRSA em hospitais. O aumento de custo pode estar
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associado a hospitalizacdo prolongada, necessidade de antimicrobianos mais caros e gastos
indiretos com as medidas de controle da infeccdo (ROSSI et al., 2005).

Ate entdo estritamente nosocomial, o MRSA tornou-se um dos patdgenos mais
importantes em infecgdes hospitalares, porém, nos Gltimos dez anos, infecgdes por esta bactéria
resistente comecam a aparecer também na comunidade. MRSA adquirido na comunidade (CA-
MRSA) é um patégeno potencialmente emergente que vem apresentando frequéncia crescente de
isolados. Embora as infecgdes por CA-MRSA sejam geralmente cuténeas, doengas invasivas
como bacteremias, pneumonias e osteomielites ja foram descritas (MAEDA et al., 2008;
MENEGOTTO & PICOLLI, 2007).

Diversos métodos tém sido utilizados para a detec¢cdo da resisténcia em Staphylococcus
aureus. Nesse processo, 0s laboratérios de microbiologia assumem um papel de vital
importancia, pois deflagram a suspeita da resisténcia, fundamental para o controle. Métodos
fenotipicos auxiliam na identificacio de MRSA, pois essas cepas apresentam resisténcia a
oxacilina com concentracdo inibitoria minima entre 1 a 34 pg/ml. O teste do disco de cefoxitina
com concentragdo de 30 pg/ml, introduzido em 2004, fornece pontos de corte alternativos para a
deteccdo de resisténcia em Staphylococcus aureus é fundamental como marcador e é utilizado
como teste confirmatorio desta resisténcia (COLLI et al 2009; ROSSI et al., 2005).

Tabela 3: Zona de didmetro (halos de inibicdo) para Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus

Zona de Diametro
(halos de inibigdo em mm)

Sensivel Intermediario Resistente
Oxacilina 1mcg > 13 11 a 12 <10
Cefoxitina 30mcg > 20 <19

Fonte: Tabela do CLSI- M100 S20 — Janeiro 2010

Os bacilos gram-negativos aerdbios clinicamente importantes podem ser artificialmente
classificados em quatro grupos gerais: aerdébios facultativos e microaerdfilos fermentadores,
aerobios ndo-fermentadores (Pseudomonadaceae), Haemophilus e géneros relacionados e,
bacilos incomuns ou fastidiosos. As Pseudomonas e 0s bacilos relacionados constituem uma
mistura complexa de patdgenos oportunistas de vegetais, animais e seres humanos. Apesar da

existéncia de muitos géneros, somente poucos sdo comumente isolados e de interesse, sendo 75%
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representados por Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas
maltophilia, Acinetobacter baumanni e Moraxella catarrhalis (MURRAY et al., 2006; STROHL
et al, 2004; KONEMAN et al., 2008; MARTINS et al 2004; VENONESE et al, 2002; ZANON,
2007).

A Pseudomonas aeruginosa é um bacilo aerébio gram-negativo ndo-fermentador de
glicose, movidos por flagelos, pertencente a familia Pseudomonadaceae. Sua epidemiologia
reflete a predilecdo por um meio ambiente imido, crescendo facilmente em varios nichos como
solos, agua, plantas e animais, e faz parte da microbiota normal dos seres humanos, podendo ser
encontrada na pele, garganta e nas fezes de individuos sadios. Pseudomonas aeruginosa pode ser
considerado um importante patdégeno oportunista, uma vez que causa infec¢bes cronicas nos
pulmdes de pacientes com a doenca genética fibrose cistica. A Pseudomonas aeruginosa tém
recebido atencdo pela frequéncia com que estd relacionada a doengcas em pacientes com
comprometimento imunoldgico, acompanhado de procedimentos invasivos, queimaduras e
feridas operatorias, que se tornam porta de entrada para esta espécie e, por estd associada a uma
ampla variedade de infecgdes como bacteremias; infeccdes do trato urinario; infecgdes do trato
respiratorio, e infeccdes de ouvido e oculares (ANDRADE et al., 2002; MARTINS et al., 2004;
BRAGA et al, 2004; MATA et al,, 2007; BRITO et al., 2000; ANDRADE et al., 2002;
BOUKRAA, 2008; BIELECKI, 2008).

A Pseudomonas aeruginosa possui muitos fatores de viruléncia, incluindo componentes
estruturais como polissacarideos extracelulares, que podem impedir a fagocitose, prejudicando a
difusdo de antibioticos, aléem de toxinas e enzimas. A maioria das cepas também produz um ou
mais pigmentos, sendo 0 mais comum a piocianina, que retarda o crescimento de outras bacteérias,
facilitando sua colonizacdo. Outra de suas particularidades € resisténcia intrinseca a muitos
antibioticos e a capacidade de sofrer mutacdo para cepas ainda mais resistentes durante o
tratamento. Embora tenham sido identificados varios mecanismos e resisténcia, a mutacdo das
proteinas porinas constitui o principal mecanismo de resisténcia. Devido as mutacdes e selecdes
naturais relacionadas ao uso excessivo de antibidticos, algumas cepas de Pseudomonas
aeruginosa tornaram-se capazes de produzir potentes beta-lactamases, enzimas que inativam e
destroem antibidticos, como por exemplo, as penicilinas e cefalosporinas, incluindo os
carbapenémicos, convertendo-se em grande ameaca aos pacientes hospitalizados durante um

curso terapéutico. O surgimento de cepas multirresistentes aos antimicrobianos em hospitais
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indica que, tanto hoje como ontem, a Pseudomonas aeruginosa necessita de uma vigilancia
bacterioldgica constante para que se possa detectar variacdes e padrdes de suscetibilidade, ja que
seus clones resistentes permanecem por muitos anos no ambiente hospitalar devido a
transferéncia de pacientes para pacientes e a elevada percentagem de mortalidade e morbidade,
tornando-a um dos principais patdégenos na luta contra as infecgdes nosocomiais (BRAGA et al,
2004; ANDRADE et al., 2002; MURRAY, 2006; MATA et al., 2007; MARQUES et al., 2007,
BOUKRAA, 2008; BIELECKI et al., 2008).

No ambito hospitalar, a Pseudomonas aeruginosa € um dos microorganismos mais
importantes causadores de infeccdes nosocomiais, em particular, respiratdrias e da ferida
cirirgica. Ela produz uma série de enzimas para auxiliar na invasdo, causando deterioracdo dos
tecidos no local da infeccdo. A Pseudomonas aeruginosa pode se desenvolver dentro do tecido da
ferida e produzir niveis suficientes de toxinas elaboradas que anulam os fatores imunes do
hospedeiro, particularmente fibrina e moléculas de coladgeno, que sdo essenciais para a
regeneracao do tecido. Contudo, o controle das infeccdes causadas por este microorganismo € de

grande importancia na reparacgéo tecidual e cicatrizacdo de feridas (MULLAI et al., 2007).

3.8 RESISTENCIA BACTERIANA

Os fendmenos genéticos basicos — mutacdo génica, replicacdo e recombinacdo — séo
semelhantes em todas as formas de vida, pois todos o0s organismos celulares apresentam um Gnico
tipo de molécula com material genético, 0 DNA. Uma caracteristica clinicamente importante
gerada dos estudos de genética microbiana é a capacidade de a bactéria transferir seus genes,
especialmente aqueles relacionados a resisténcia a antibidticos, para outra espécie, relacionada ou
ndo. A troca de DNA entre células permite o intercAmbio de genes e caracteristicas entre essas
células, produzindo assim novas cepas bacterianas. Essa transferéncia pode ser vantajosa para o
receptor, permitindo o fluxo de genes de resisténcia a antibioticos de populagcdes bacterianas ndo
patogénicas para populacGes patogénicas, gerando conseqiiéncias graves para a saude publica
(MURRAY et al, 2004; STROHL et al, 2004; VENONESE et al, 2002).

A resisténcia bacteriana ocorre devido a inimeros mecanismos complexos e ainda nédo
completamente entendidos. Algumas bactérias sdo capazes de evitar a rota metabdlica inibida por
sulfonamidas e trimetoprima. A inativa¢do enzimatica ocorre com quase todos os Staphylococcus

aureus, os quais produzem beta-lactamases que degradam a penicilina, sendo atualmente o
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microrganismo que apresenta maior capacidade de multirresisténcia (MULLIGAN, 1993). De
forma similar, 90% dos isolados clinicos de Moraxella catarrhalis, patdgeno responséavel por
infeccOes respiratorias comunitéarias, produzem beta-lactamase, que degrada penicilina,
amoxicilina, ampicilina e outros beta-lactdmicos. Os aminoglicosideos e o cloranfenicol também
sdo inativados por enzimas especificas. Acinetobacter calcoaceticus, Enterococcus faecalis,
Haemophilus influenza, Neisseria gonorrhoeae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus ssp.
possuem capacidade de alterar o sitio de acdo dos antibidticos. Este é 0 mecanismo responsavel
pela resisténcia a aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas e quinolonas. As bactérias podem
tornar-se resistentes a acdo dos antimicrobianos devido a alteragdes no transporte do antibidtico
através da membrana bacteriana. Esse mecanismo é mais comum em bactérias gram negativas do
que em bacterias gram-positivas, pois a principal barreira a difusdo de antibioticos na célula
bacteriana ¢ a membrana externa, estrutura inexistente em organismos gram-positivos (NIJSTEN
et al., 1993; BARROS et al., 2001).

A transferéncia resisténcia bacteriana pode ser efetivada por mecanismos diversos,
podendo estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacdo ou de diferentes
populacdes, como da microbiota animal para humana e vice-versa (NIJSTEN et al., 1993).
Atualmente o microrganismo que apresenta maior capacidade de multirresisténcia é o
Staphylococcus aureus (MULLIGAN, 1993). Os bastonetes gram-negativos multirresistentes
produtores de B-lactamases do tipo amp-C e ESBL, representam um desafio emergente ao
tratamento de infeccbes provocadas por elas, destacando-se a Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Klebsiella pneuminiae (SHAH et al., 2004; HAUSER; SRIRAM, 2005).

Entre as bactérias gram-negativas, em especial, a Pseudomonas aeruginosa é um
organismo altamente adaptavel. Ela pode crescer em uma ampla variedade de substratos e alterar
as suas propriedades em resposta as mudancas no ambiente. Portanto, Pseudomonas aeruginosa
possui uma capacidade adicional consideravel em comparagdo com a genética outros
micoorganismos. 1sso explica a sua natureza altamente adaptavel, incluindo a capacidade de
desenvolver resisténcia aos antibidticos que sdo usados extensivamente (LAMBERT, 2002).

O surgimento de resisténcia antimicrobiana em patdgenos bacterianos, representa um
problema muito sério, que ameaca por fim a era antibiética. O desenvolvimento de resisténcia é
um fenémeno bioldgico natural, que se seguiu a introducdo de antimicrobianos na pratica clinica,

sendo acentuado pelo uso desmedido, constante e irracional desses agentes, interferindo no
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tratamento efetivo das infeccbes (GOODMAN et al., 2007; GILMAN, 2007; BACCARO et al.,
2002; LINHARES-RODRIGUES; MARTINEZ-MENDEZ, 2005; WAGENLEHNER, 2005).

De acordo com Lambert (2002), 0 uso extensivo de antibi6ticos para tratar infec¢des por
Pseudomonas aeruginosa tem gerado uma pressao seletiva para incentivar o desenvolvimento de
resisténcia. Em geral resisténcia se deve a uma combinagéo de fatores:

e E intrinsecamente resistente aos antimicrobianos devido a baixa permeabilidade de

sua parede celular.

e Tem a capacidade genética para manifestar a um vasto repertério dos mecanismos de

resisténcia.

e Pode tornar-se resistentes por mutagdes cromossomicas em genes que regulam genes

de resisténcia.
Pode adquirir genes de resisténcia adicionais de outros organismos atraves de plasmideos,
transposons e bacteridfagos.

A emergéncia de resisténcia bacteriana entre os patdgenos mais freqiientemente isolados e
0 consequente impacto na morbidade, mortalidade e custos tem sido observada nos Gltimos anos
e necessita medidas de atencdo. A disseminagdo desenfreada da resisténcia a antibioticos exige
uma conduta mais responsavel diante do seu uso. O criterioso uso de antibidticos, o
conhecimento de parametros de farmacodinamica e farmacocinética dos antimicrobianos, os
dados de vigilancia regionais e o reconhecimento da sociedade em geral como risco para a
aquisicao de infeccGes com patdgenos resistentes sdo extremamente importantes e constituem um
permanente desafio na clinica médica atual (SANTOS, 2004; TAVARES, 1996;
WANNMACHER, 2004).

4. MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAIS DO EXPERIMENTO

Os méis foram previamente analisados quanto as caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas no Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal — UFERSA e a
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos méis foi realizada no Laborat6rio de Microbiologia do

Centro de Analises Clinicas e Imunolégicas de Mossoré — CACIM.
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Foram analisadas doze amostras de méis de origens diferentes: mel de abelhas
africanizadas (Apis mellifera L.) e mel de abelhas indigenas sem ferrdo, jandaira (Melipona
subnitida L.), obtidos de colméias mantidas na regido do Municipio de Serra do Mel, RN, Brasil,
e da Estagdo Experimental da UFERSA, na comunidade de Alagoinha, Mossord, RN, Brasil,
onde hoje ja estd instalado o Centro Tecnoldgico de Apicultura (CETEC), provenientes de

diferentes floradas.

: Obeand
Aliantico

Figura 1. Mapa politico do Estado do Rio Grande do Norte localizando os Municipios de Mossor6 e Serra do Mel

Fonte: www.brasil_natal.com.br

Foram utilizadas 12 amostras de cada tratamento, sendo classificadas da seguinte forma:
mC = mel de Apis mellifera L. de cor Clara; mAC = mel de Apis mellifera L. de cor ambar clara,
mAE = mel de Apis mellifera L. de cor ambar escuro e mJ = mel de Melipona subnitida L.(Mel

de Jandaira).

4.2 SELECAO DO MEL

A caracterizagdo dos méis provenientes das diferentes floradas foi importante como parte
de uma estratégia de reconhecimento e para valorizacdo do produto apicola, determinando sua

identidade a regido, além de agregar valores.
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As andlises microbioldgicas e fisico-quimicas para caracterizagdo dos méis foram
realizadas no Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da UFERSA e,

posteriormente, acondicionados em recipientes estéreis e armazenados ao abrigo da luz.

07/07/2010

Figura 2. A esquerda: potes de mel de Apis mellifera L., ilustrando a variedade de cores, em raz&o das
diferentes fontes florais que o originaram
Figura 3. A direita: potes de mel de Meliponea subnitida L.

4.2.1 ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiolédgicas foram realizadas seguindo a metodologia descrita nas normas
internacionais a fim de avaliar tais condi¢es pela presenca ou auséncia dos microorganismos
coliformes totais (a 35°C) e termotolerantes (a 45°C), além de bolores e leveduras. Os resultados

obtidos estdo expressos nos Quadros 1 e 2.

Quadro 1 — Contagem de coliformes a 35°C e coliformes a 45°C dos méis de Apis mellifera L. e Meliponea subnitida
L. utilizados no experimento.

ANALISES MICROBIOLOGICAS (coliformes a 35° e coliformes a 45°C)

Méis | mJ mJ mJ mC mC mC mAC | mAC | mAC | mAE | mAE mAE
A B C A B C A B C A B C

NMP/ml 94 | <30 | 62 <30 [ <30 | <30 <30 <30 <30 <30 <3,0 <3,0

MJ=mel de jandaira, MC=mel claro, MAC=mel &mbar claro, MAE=mel ambar escuro
Resultados expressos em NMP/g ou ml.
Intervalo de confianca (95%)
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Quadro 2 — Contagem de bolores e leveduras dos méis de Apis mellifera L. e Meliponea subnitida L. utilizados no
experimento.

ANALISES MICROBIOLOGICAS (bolores e leveduras)

Méis mJ mJ mJ mC mC mC mAC | mAC | mAC | mAE | mAE mAE
A B C A B C A B C A B C

UFC/ml 50x10° | 6,0x10° | 35x10* | <10 1,2 x10° <10 <10 <10 | <10 | <10 | <10 <10

mJ=mel de jandaira, mC=mel claro, mAC=mel &mbar claro, mAE=mel d&mbar escuro
Resultados expressos em UFC/g ou ml.

4.2.2 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

As caracteristicas fisico-quimicas do mel foram utilizadas no sentido de fornecer dados
importantes, contribuindo assim para uma melhor caracterizagdo e conhecimento do produto,
visando comparar os resultados obtidos com padrfes citados por 0rgdos oficiais nacionais e
internacionais, auxiliando também no controle e na garantia da qualidade.

As andlises fisico-quimicas seguiram 0s metodos estabelecidos pela legislagéo brasileira,
que se encontram descritos na Instrucdo Normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000, do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2000) e, apresentaram 0S
resultados expressos, abaixo, no quadro 3.

Quadro 3 — Andlises fisico-quimicas dos méis de Apis mellifera L. e Melipona subnitida L. utilizados no
experimento.

ANALISES FISICO-QUIMICAS
Méis mJ mJ mJ mC mC mC mAC | mAC | mAC | mAE | mAE mAE
A B C A B C A B C A B C
Pardmetro

Cor (nm) 7 7 2 41 37 41 63 71 73 87 107 104
Densitljade 1,36 1,36 1,35 1,45 1,42 1,36 1,39 1,39 1,36 1,42 1,42 1,38
(kgL™)
Umidade (%) 253 | 264 24,9 18,3 17,7 21,5 18,6 18,9 18,9 17,3 17,2 17,7
Cinzas(%) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,05 0,08 0,2 0,1 0,2 0,1 0,3 0,2
Ph 2,32 | 2,29 2,37 3,73 3,70 3,67 3,90 3,25 3,75 3,73 3,75 3,76
Acidez 22,4 | 23,66 | 20,33 | 26,13 | 4500 | 23,32 50,00 77,50 41,01 52,00 46,00 55,00
(meg.kg™)
HMF (mg.kg™) 16,7 15 17,63 | 16,32 | 17,96 8,23 17,36 13,69 17,06 9,13 7,33 11,40
Sol. Insol. 0,1 0,1 0,1 0,020 | 0,180 | 0,100 0,180 0,210 0,240 0,600 0,350 0150
Acucares R. 54,3 | 50,9 57,9 68,46 | 68,15 60,0 68,57 65,56 48,23 80,85 46,36 50,10
(9/1009)
Sacarose 5,2 5,7 51 43 4,6 5,6 44 57 7,7 58 58 59
(9/100g)
Condutiv. 165 | 1433 171 4645 | 3774 | 2115 452,8 509,3 460,0 418,2 465,0 448,0
(mS cm™)
Lund (ml) 0,6 0,6 0,6 0,6 0,8 0,2 0,6 1,0 0,6 0,6 0,7 0,6
Lugol Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
Fiehe Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg

MJ=mel de jandaira, MC=mel claro, MAC=mel &mbar claro, MAE=mel &mbar escuro HMF=Hidroximetilfurfuraldeido, Neg=Negativo
Fonte: Laboratério de Inspecéo de Produtos de Origem Animal — UFERSA
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4.3 ANTIBIOTICOS

Foram utilizados discos de sensibilidade, da marca Difco® (sensidisc®) contendo 0s
seguintes antibioticos, nas respectivas concentragdes: oxacilina 1 pg (OXA), cefoxitina 30 pg
CFO), vancomicina 30 pg (VAN), ceftazidima 30 pug (CAZ), piperacilina+tazobatam 110 pg
(PIT), ciprofloxacina 5 pg (CIP), aztreonam 30 pg (ATM), polimixina 5 pg (POL), sendo
testados contra os seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus (OXA, CFO e VAN) e
Pseudomonas aeruginosa (CIP, POL, PIT, CAZ, IPM).

4.4 SELECAO DOS MICRORGANISMOS

Foram utilizadas seis amostras bacterianas, de origem humana obtidas a partir de culturas
microbiologicas de material coletado de diversos sitios infecciosos, conforme o quadro 4,
abaixo, sendo trés amostras de Staphylococcus aureus Resistentes a Metilcilina (MRSA) e trés
amostras de Pseudomonas aeruginosa, com diferentes caracteristicas fenotipicas, contudo uma

delas apresentando um perfil considerado de multirresisténcia.

Quadro 4 — Relagéo dos microorganismos € o sitio infeccioso

AMOSTRAS BACTERIANAS
N° da amostra Microorganismo Sitio Infeccioso

Sl MRSA Ferida cirdrgica

S2 MRSA Trato respiratorio (nasal)
S3 MRSA Ferida cirdrgica

P1 Pseudomonas aeruginosa Ferida cirlrgica

P2 Pseudomonas aeruginosa Trato respiratdrio(pulméo)
P3 Pseudomonas aeruginosa Trato urindrio

Fonte: Centro de Analises Clinicas e Imunoldgicas de Mossor6 — CACIM

4.4.1 SUBCULTIVO E PADRONIZACAO DO INOCULO

As amostras de MRSA e Pseudomonas aeruginosa foram subcultivadas em caldo
nutritivo (BHI - Brain Heart Infusion — Acumedia®), semeadas em Agar sangue de carneiro e
Agar Mac Conkey — Acumédia®, respectivamente e, incubadas a 35 °C por 24 horas em estufa
bacterioldégica microcontrolada. Apds este periodo foi feita a triagem das colbénias de
microrganismos utilizando os meios Agar Sal de Manitol — Acumedia®, para Staphylococcus
aureus e Agar TSI (Triplice de Ferro e Aclcar — Acumedia®), para Pseudomonas aeruginosa.

As colbnias foram isoladas e suspensas em solucdo salina estéril 0,9% (p/v) até obter-se uma



38

turvacdo equivalente ao padréo 0,5 da escala de Mac Farland, medido em no aparelho densimat
bioMerieux®.

Os meios de culturas utilizados nos experimentos foram produzidos no laboratorio,
seguindo rigorosamente a metodologia descrita pelo fornecedor. Porém, para determinar sua
eficiéncia todos os lotes dos meios foram submetidos a controle de qualidade. Tanto o controle de
esterilidade como o de desenvolvimento de microrganismos, utilizando as cepas padrdes da
American Type Culture Collection (ATCC) fornecidas pelo Programa Nacional de Controle de
Qualidade (PNCQ), da Sociedade Brasileira de Analises Clinicas (SBAC).

Na perfuragdo dos pogos nas placas de Agar de Mueller Hinton, foram utilizados
pequenos cilindros, medindo 6mm de didmetro. Apo6s esse procedimento, as suspensbes das
amostras de microorganismos foram semeadas nas placas de Petri, previamente identificadas,
utilizando swab estéril e, apds um intervalo de 15 minutos, os pocos foram preenchidos com 50yl
de cada mel. Um poco contendo solugéo salina estéril a 0,9% (p/v) e placas contendo os discos
com antibioticos comerciais para cada estirpe bacteriana testada, além das linhagens ATCC,
foram utilizados para o controle do experimento. Foi mantida uma distancia minima de 40 mm
entre 0s pocos para evitar interferéncia entre os halos de inibi¢cdo. As placas foram incubadas a
35° C em estufa de cultura, e ap6s 24 horas, utilizando-se um paquimetro e um halémetro,
realizou-se a leitura dos resultados, consistindo na medicdo do didmetro dos halos de inibicéo,

incluindo o préprio pogo de 6 mm.

07/07/2010

Figura 4 — Preparacéo dos pogos nas placas de Agar de Mueller Hinton
Fonte: arquivo pessoal
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Figura 5 — Inoculagdo do mel nos pogos
Fonte: arquivo pessoal

4.5 ENSAIOS DE ANTIBIOSE

A determinacdo do perfil de suscetibilidade dos microorganismos foi realizada
empregando-se 0 método de difusdo em Agar de Mueller Hinton, utilizando os antimicrobianos
comerciais Oxacilina, Cefoxitina, e Vancomicina e, Imipenem, Aztreonam, Ceftazidima,
Polimixina, Piperacilina+tazobactam e Ciprofloxacina, baseando-se na técnica descrita por
Bauer et al, (1966), utilizando discos de papel. As linhagens ATCC 25953 de Staphylococcus
aureus e a ATCC 27853 de Pseudomonas aeruginosa foram utilizadas como controle de

referéncia em todos os experimentos realizados (CSLI, 2007).

4.5.1 - RESULTADOS DOS ENSAIOS DE ANTIBIOSE

Tabela 4 — Perfil de suscetibilidade da cepa ATCC 25953 (Staphylococcus aureus)

Cepa Resistente Sensivel

ATCC 25953 AMP, PEN AZI, ERI, CF, CPM, CFO, CRO,
CIP, CLO, IPM, OXA, RIF, VAN,
LZD, CLI.

AZI=Azitromicina, ERI=FEritriomicina, CF=Cefalotina, CPM=Cefepime, CFO=Cefoxitina, CRO=Ceftriaxona, CIP=Ciprofloxacina,
CLO=Cloranfenicol, IPM=Imipenem, OXA=0xacilina, RIF=Rifampicina, VAN=Vancomicina, LZD=Linezolide e CLI=Clindamicina.

Tabela 5 — Perfil de suscetibilidade da cepa ATCC 27853 (Pseudomonas aeruginosa)

Cepa Resistente Sensivel

ATCC 25953 PTZ, POL, ATM, CIP, LEV, AMI,
GEN, TOB, CAZ, COM, IPM,
MEM.

PTZ=Piperacilina+tazobactam, = POL=Polimixina, = ATM=Aztreonam, CIP=Ciprofloxacina, = LEV=Levofloxacina, =~ AMI=Amicacina,
GEN=Gentamicina, TOB=Tobramicina, CAZ=Ceftazidima, CPM=Cefepime, IPM=Imipenem e MEM=Meropenem.



Tabela 6 — Resultados dos testes de controle com antibidticos comerciais
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Microorganismo Resistente Sensivel
Pseudomonas aeruginosa P1 TAC, MEM, IPM, AMI, CAZ, ATM, PTZ, POL
CPM, CIP

Pseudomonas aeruginosa P2 CAZ, CPM, CIP ATM, MEM, IPM, POL, PTZ, AMI
TAC

Pseudomonas aeruginosa P3 MEM, IPM, AMI, CAZ, CPM, CIP ATM, POL, PTZ, TAC

MRSA - S1 OXA, CFO VAN

MRSA - S2 OXA, CFO VAN

MRSA - S3 OXA, CFO VAN

Referéncia: Tabela do CLSI- M100 S20 — Janeiro 2010

Pip.+Tazobactam
Polimixina

Imipenem

Oxacilin

Cefoxitina

$g o

Figura 7 — Caracterizatjéo fenotipica do Stéphylococcus aureus MRSA

Fonte: arquivo pessoal

4.6 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS MEIS

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos méis foi empregada a técnica de Pour
plate (KONEMAN et al, 2008), difusdo em Agar de Mueller Hinton, utilizando pocinhos com

06mm de diametro. Vale salientar que os experimentos foram realizados em triplicata, para que a

fidedignidade fosse mantida e evitar interferéncia ou manipulacdo dos resultados.



Mel ACC

Figura 8 — Halos de inibi¢do produzidos pelos méis sobre MRSA

Legendas:Mel ACA:mel ambar claro A; Mel ACB:mel &mbar claro B; Mel ACC:mel ambar claro C;
Mel CA:mel claro A; Mel CB:mel claro B; Mel JA:mel jandaira A.

Fonte: arquivo pessoal

Controle

07/07/2010

Figura 9 — Halos de inibicdo produzidos pelos méis sobre Pseudomonas aeruginosa MR

Legendas:Mel ACA:mel &mbar claro A; Mel ACB:mel dmbar claro B; Mel CA; Mel CB:mel claro B.

Fonte: arquivo pessoal

B07/07/2010

Figura 10 — Halos de inibicdo produzidos pelos méis sobre Pseudomonas aeruginosa MR
Legendas:Mel ACA:mel &mbar claro A; Mel ACB:mel ambar claro B; Mel ACC:mel &mbar claro C.
Fonte: arquivo pessoal
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Figura 11 — Medigao dos halos de inibicdo produzidos pelos méis sobre MRSA

Fonte: arquivo pessoal

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando analise de varidncia Two-Way
ANOVA, para comparar a atividade antibacteriana entre os diferentes meis e entre os diferentes
isolados de bactérias. O teste de Bonferroni para verificar quais grupos foram diferentes entre si.

o0 nivel de confianca adotado foi de 5%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 LEITURA E MENSURACAO DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos dos ensaios de antibiose com os méis de abelhas africanizadas (Apis
mellifera L.) e abelhas indigenas sem ferrdo, jandaira (Melipona subnitida L.), seguem abaixo
relatados.

Apos a leitura dos halos de inibicdo, selecionaram-se algumas placas para documentacgéo
fotografica, conforme figuras 7, 8, 9 e 10.

O quadro 05 apresenta os resultados de inibicdo dos méis frente as amostras bacterianas
(MRSA e Pseudomonas aeruginosa) testadas, com formacdo de zonas de inibi¢do de até 31 mm

de didmetro.
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Quadro 05 — Andlise comparativa da atividade antibacteriana, expressa pela medicéo dos halos de
inibicdo (em mm), com relacéo ao tipo de mel e ao isolado bacteriano.

Isolado mCA mCB mCC mACA | mMACB | mMACC | mAEA | mAEB | mAEC
MRSA 1 21,667+0,577** [22,000+1,000°* [22,667+0,577°*|29,667+0,577* |29,333+0,577°® [30,333+0,577°® [22,667+1,155 [23,000+1,000** |22,000+1,000**
MRSA 2 22,333£0,577** [22,667+0,577** [23,333+0,577*|30,3330,577* |30,667+0,577°® [30,333+0,577°® [22,333+0,577** [21,333+1,155** |20,667+0,577**
MRSA 3 22,333+0,577°** [22,667+0,577** [23,000+0,000°* |29,3330,577* |30,667+0,577°® [30,333+0,577°® [22,667+0,577** [22,333+0,577** |20,000+1,000**

P aeruginosa 1{12,333+0,577°*|12,333+0,577"* |12,000+0,000" 14,667+0,577°° |16,333+0,577°® [16,333+0,577" [13,667+0,577"* |13,333+0,577"* [12,667+0,577°*

P aeruginosa 2[12,000+0,000°|11,667+0,577"* |12,667+0,577° [15,667+0,577°° |17,000+1,000"® [17,667+0,577" [12,667+0,577"* |13,333+0,577"* [13,000+0,000°*

P aeruginosa 311,333+0,577°*|12,333+0,577"* |11,667+0,577°15,000+0,000°° |18,333+0,577"® [17,333+0,577" [13,6670,577"* |13,333+0,577"* [12,667+0,577°*

Letras minusculas diferentes na mesma coluna representam amostras estatisticamente diferentes (Bonferroni,
p<0,05); letras mailsculas diferentes na mesma linha representam amostras estatisticamente diferentes (Bonferroni,
p<0,05)

Legendas:mCA=mel claro A; mCB=mel claro B;mCC=mel claro C: mACA=mel &mbar claro A; mACB=mel ambar claro B;
MACC=mel ambar claro C; mAEA=mel &mbar escuro A; mAEB=mel &mbar escuro B; mAEC=mel &mbar escuro C;

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro exercida
pelo mel de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) e abelhas indigenas sem ferrdo (Melipona
subnitida L) sobre os microorganismos Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes isolados de amostras provenientes de pacientes hospitalares. Sendo testados
aleatoriamente somente na concentracdo de 100%.

Analisando os resultados obtidos nos experimentos realizados, podemos afirmar que as
amostras de méis desenvolveram atividades antimicrobianas diferentes, variando com a sua cor,
provavelmente pelo tratamento recebido pelas abelhas, ou seja, o local em que o mel foi
produzido, sendo esse parametro o principal fator para sua caracterizacdo. Foram utilizados meis
de Apis mellifera L de cor clara (mC), ambar claro (mAC) e mel &mbar escuro.

Entre os parametros fisico-quimicos analisados destacou-se 0 baixo pH, variando entre
3,25 a 3,90 e a elevada acidez, principalmente nos méis de cor ambar, variando entre
41,01meq/kg e 77,50 meqg/kg para meis de Apis mellifera L.

Com relacdo a atividade antibacteriana evidenciada a partir da observacdo e medida das
zonas de inibicdo dos méis sobre os microorganismos testados, os méis de cor ambar claro
apresentaram uma atividade bem maior em relacdo aos méis de cor clara e a&mbar escuro,
chegando a medir até 31mm de didmetro, apresentando um elevado grau de inibi¢do contra os
isolados de MRSA.

As bactérias gram positivas (Staphylococcus aureus) foram as mais susceptiveis aos méis

de Apis mellifera L.. Segundo Olaitan (2007), essa inibi¢&o evidenciada, pode ser devido a acidez
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do mel puro, a qual constitui um fator importante na acdo antimicrobiana do perdxido de
hidrogénio, que é produzido enzimaticamente no mel, sobre os microrganismos.

Em um trabalho semelhante, utilizando a metodologia de difusdo em agar, Basualdo et al
(2007), inoculando 50ul de mel em pocos de 4 mm, constatou que todas as amostras de mel puro
produziram uma inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus. Alguns tipos de méis
tiveram sua atividade antimicrobiana diminuida quando diluidas a 50%, apresentando um
didmetro médio da zona de inibicdo de 7,3 mm. Quando testado puro, outras amostras
apresentaram uma maior zona inibi¢do, chegando a 22 mm de didmetro. Nenhuma inibi¢do do
crescimento bacteriano foi evidenciada quando o mel foi diluido em 30 ou 10%. Com relacdo a
atividade dos méis sobre a Pseudomonas aeruginosa, 0 mesmo estudo constatou uma baixa
atividade, inibindo apenas 03 de 15 amostras (20%). Portanto, os resultados apresentados pelas
amostras de mel em relacdo ao Staphylococcus aureus podem ser importantes, dado que nas
ultimas décadas tem havido um consideravel aumento nas dificuldades de tratar infeccGes de pele

e tecidos subjacentes associados a esse microorganismo.
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Figura 12A — Demonstracdo grafica da inibigdo do crescimento bacteriano por méis de Apis mellifera L. frente isolados de
MRSAL - S1 .(halos de inibigdo em mm).

Figura 12B — Demonstragdo grafica da inibicdo do crescimento bacteriano por méis de Apis mellifera L. frente isolados de
MRSA?2 - S2.(halos de inibicdo em mm).

Legendas:mCA=mel claro A; mCB=mel claro B;mCC=mel claro C: mACA=mel ambar claro A; mACB=mel ambar claro B;
MACC=mel ambar claro C; mAEA=mel ambar escuro A; mAEB=mel ambar escuro B; mAEC=mel ambar escuro C;
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Figura 13A — Demonstragdo gréfica da inibicdo do crescimento bacteriano por méis de Apis mellifera L. frente isolados de

MRSAZ3 - S3 .(halos de inibi¢gdo em mm).

Figura 13B — Demonstracéo grafica da inibicdo do crescimento bacteriano por méis de Apis mellifera L. frente isolados de

Peudomonas aeruginosal — P1.(halos de inibicdo em mm).

Legendas:mCA=mel claro A; mCB=mel claro B;mCC=mel claro C: mACA=mel ambar claro A; mACB=mel ambar claro B;
MACC=mel ambar claro C; mMAEA=mel &mbar escuro A; mAEB=mel ambar escuro B; mAEC=mel ambar escuro C;
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Figura 14A — Demonstracdo grafica da inibicdo do crescimento bacteriano por méis de Apis mellifera L. frente isolados de
Peudomonas aeruginosa2 — P2.(halos de inibicdo em mm).

Figura 14B — Demonstragdo grafica da inibicdo do crescimento bacteriano por méis de Apis mellifera L. frente isolados de
Peudomonas aeruginosa3 — P3.(halos de inibicdo em mm).

Legendas:mCA=mel claro A; mCB=mel claro B;mCC=mel claro C: mACA=mel ambar claro A; mACB=mel ambar claro B;
MACC=mel ambar claro C; mAEA=mel ambar escuro A; mAEB=mel ambar escuro B; mAEC=mel ambar escuro C;
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Na avaliacdo da atividade antibacteriana dos méis de Apis mellifera L sobre
Pseudomonas aeruginosa, constatou-se que os de cor ambar, principalmente os méis &mbar claro,
apresentaram um grau de inibicdo satisfatério, o halo chegando a medir 19 mm de diametro,
demonstrando um menor grau de inibicdo em relacdo aos resultados obtidos com o
Staphylococcus aureus.

Nas figuras 07 e 10 pode-se constatar que em isolados de MRSA 0s méis de Apis
mellifera L. mostrou-se mais eficaz do que em Pseudomonas aeruginosa.

Malika et al (2004) estudando a atividade antimicrobiana de quatro tipos de méis, através
do método de difusdo em agar de Mueller Hinton, utilizando pocinhos de 4 mm de didmetro e 04
mm de profundidade, inoculou 100ul das diferentes concentragdes de 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 de cada
amostra nos pocos. Verificou, apds a incubacdo das placas por 24 horas e medida do diametro
dos halos de inibicdo, que os méis de diferentes floradas utilizados apresentaram boa atividade
antimicrobiana sobre as bactérias Staphylococcus aureus nas diluicbes de 1:2 e 1:4, e
Pseudomonas aeruginosa na concentragdo d e 1:2.

Ao contrario dos meis de Apis mellifera L foi observado uma auséncia de inibicdo sobre
0s microrganismos testados com o mel de Melipona subnitida L, tanto Staphylococcus aureus-
MRSA quanto Pseudomonas aeruginosa, mesmo com concentracdo de 100%. Tal fato foi
envidenciado durante o experimento com as analises microbiologicas dos méis de jandaira, pois,
os dados confrontados nos Quadros 1 e 2 demonstram a presenca de bactérias do grupo
coliformes e leveduras nas amostras analisadas, comprovando assim, sua ineficacia em relacéo a
atividade antimicrobiana.

Segundo Al-Waili (2004), isso se deve ao fato de que moléculas de agUcar existentes no
mel se ligam as moléculas de agua para que bactérias tenham agua suficiente para sobreviver,
diminuindo ou anulando a acao antibacteriana, além do baixo pH e acidez.

Fontes da literatura indicam consideravelmente que a atividade antibacteriana de mel
depende da fonte floral; conseqlientemente, o mel pode ser distinguido pela sua composicao
vegetal predominante. E interessante notar que as cores das amostras dos méis foram diferentes.
Isto sugere que a fonte floral do mel pode ser menos importante para a sua atividade
antibacteriana e, por conseguinte, o0 mais provavel é que a os produtos originados do metabolismo

das abelhas, definem as propriedades antimicrobianas do mel. Possiveis desvios na identificacdo
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da fonte floral das amostras dos méis também devem ser considerados (BALTRUAITYTE,
2007).

Neste caso, além da producdo de H,O, pelas abelhas, e acidez do mel, as diferencas
estruturais entre bactérias gram positivas e bactérias gram negativas, como composicdo da
membrana e parede celular bacteriana, também podem esta relacionadas com a atividade
antimicrobiana exercida pelos meéis de abelhas Apis mellifera L. e Melipona subnitida. L.

A atividade antimicrobiana do mel sugere que este artificio faz parte da defesa das abelhas
contra microorganismos. Nos resultados alcangados neste estudo, como também em informacdes
obtidas da literatura, a atuacdo quimica e biolégica dos méis de abelhas, ndo pode apontar uma
substancia individualmente, pois diferentes combinagdes de substancias podem ser fundamentais
a atividade antibacteriana. Contudo, a maioria dos resultados impetrados & muito animadora, pois
podemos empregar o mel de Apis mellifera L. na prevencdo ou tratamento de infec¢bes causadas
por alguns microorganismos tanto em humanos como em animais, apesar dos grandes obstaculos

que teremos de enfrentar para que se possa atingir este objetivo.

6. CONCLUSAO

Apos a andlise dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir que os
méis de Apis mellifera L. provenientes dos diferentes tratamentos, evidenciados pela cor do mel,
possuem uma variabilidade na sua atividade antimicrobiana.

Os meis de Apis utilizados no presente estudo apresentaram uma notada atividade
antimicrobiana contra os microorganismos que foram testados, principalmente sobre 0 MRSA e,
uma atividade inibitoria mais reduzida para Pseudomonas aeruginosa. Porém, para 0s méis de
Melipona subnitida L. ndo se observou nenhuma atividade antimicrobiana para as bactérias
testadas. (Os isolados de MRSA, incluidos nesse estudo, foram inibidos em 100 % dos méis de
Apis mellifera L.) Essa espécie tém se mostrado sensivel em diferentes concentracdes, para

alguns desses méis, principalmente os méis de cor ambar claro.
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