UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE DOUTORADO

BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS PROVENIENTES DO
TRATO GASTROINTESTINAL DE ABELHAS SOCIAIS E DOS
PRODUTOS DA COLMEIA

NAYARA ALVES REIS

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
AGOSTO - 2021



BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS PROVENIENTES DO
TRATO GASTROINTESTINAL DE ABELHAS SOCIAIS E DOS
PRODUTOS DA COLMEIA

NAYARA ALVES REIS
Bidloga

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, 2013

Tese apresentada ao Colegiado do
Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal do
Reconcavo da Bahia, como requisito parcial
para a obtencdo do Titulo de Doutora em
Ciéncias Agrarias (Area de Concentracio:

Fitotecnia).

Orientadora: Profa. Dra. Geni da Silva Sodré

Coorientador: Prof. Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho
Coorientador: Dr. Celso Gabriel Vinderola

Coorientadora: Profa. Dra. Norma Suely Evangelista-Barreto

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA
AGOSTO - 2021



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS AGRARIAS
CURSO DE DOUTORADO

BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS PROVENIENTES DO
TRATO GASTROINTESTINAL DE ABELHAS SOCIAIS E DOS
PRODUTOS DA COLMEIA

COMISSAO EXAMINADORA DA DEFESA DE TESE DE
NAYARA ALVES REIS

Realizada em 31 de Agosto de 2021

Profa. Dra. Geni da Silva Sodré
Universidade Federal do Recncavo da Bahia - UFRB
Examinador Interno (Orientadora)

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos
Universidade Federal do Recncavo da Bahia - UFRB
Examinador Externo

Dra. Marly Silveira Santos
Prefeitura Municipal de Cruz das Almas, BA
Examinador Externo

Prof. Dr. Paulo José Lima Juiz
Universidade Federal do Reconcavo da Bahia - UFRB
Examinador Externo

Profa. Dra. Talita Lopes Honorato
Universidade Federal do Recncavo da Bahia - UFRB
Examinador Externo



Dedico este trabalho a minha mée e meu pai
(in memorian) que contribuiram para que eu
chegasse até aqui. Amo voceés eternamente.



AGRADECIMENTOS

H& oito anos atrés, quando li pela primeira vez sobre Probidticos, me identifiquei de
imediato. Achei 0 maximo como criaturas infinitamente pequenas poderiam mudar o
mundo. E de fato mudou o meu, me apaixonei completamente pela pesquisa e por iSso me
sinto abengoada pela oportunidade em trabalhar com o que amo. Finalmente estou
concluindo mais uma etapa de minha vida e o sentimento é de gratidao!

Sou grata a mim mesma, por acreditar e persistir quando era muito mais facil desistir.
Agradeco ao meu querido Deus por cuidar de mim, me fortalecendo, abengoando e
iluminando, sem o qual nada disso seria possivel.

Agradeco a toda minha familia por ser meu escudo, meu equilibrio e minha fonte de
energial

Ao meu Pai (in memorian) por sempre valorizar e me apoiar nos estudos. Saudades
eternas!!

A minha Maezinha, que sempre cuidou de mim, a quem devo minha vida! Te amo!!

As minhas irmas de sangue, alma e coracdo, por me estimular e vibrar a cada conquista
minha!

As minhas sobrinhas, por tornar tudo mais leve e fazer florescer a crianca que existe em
mim!

Agradeco ao meu baby Claus Burgos, pela companhia no fim desta jornada tornando os
dias mais leves. Love you!

A todos os colegas do Grupo INSECTA que direta ou indiretamente me ajudaram em
algum momento para o desenvolvimento e finalizacdo da minha pesquisa. Ndo posso
esquecer de Dona Gal, a quem eu tenho grande carinho, sempre me oferecendo seus
cafezinhos para comecar bem o dia!

Aos meus amigos Beca e Paulitho que moram no meu coragdo e que sempre estavam
disponiveis para solucionar minhas davidas de laboratorio, me dando forca e incentivo.
Agradeco a Dra. Margarete Saraiva por ter me apresentado o mundo das bactérias lacticas
e probidticos, pessoa que sempre me inspirou com sua inteligéncia e humildade.

A minha brilhante amiga Dra. Elizabeth Duarte, a quem carinhosamente chamo de Beth,
pelos seus conselhos, e pelas oportunidades para o meu crescimento profissional.

Em especial, agadego minha orientadora, Prof. Dra. Geni da Silva Sodré, exemplo de ser
humano a ser seguido no mundo académico, por ser flexivel e ter a calma nas horas dos

“aperreios”!



Aos meus queridos co-orientadores: Prof. Dr. Carlos Alfredo Lopes de Carvalho, sem
duvida, levarei todos os conhecimentos transmitidos e ndo apenas isso, agradeco
imensamente pela disponibilidade, mesmo em meio a pandemia, pela atengdo ao responder
mensagens pelo “zap”, por me dar orientagdo quando me encontrava perdida nos
protocolos dos experimentos. E por tudo mais que nem cabe aqui!!!

Ao Prof. Dr. Celso Gabriel Vinderola que mesmo em Buenos Aires, sempre esteve
disponivel para me atender prontamente e tirar varias davidas.

E por fim, a Prof®. Dra. Norma Suely Evangelista-Barreto, minha mae académica, a quem
eu admiro, e com quem aprendi tanto sobre microbiologia.

A CAPES pela bolsa de estudos concedida, sem a qual ndo seria possivel a realizacdo
desse trabalho.

A Universidade Federal do Recdncavo da Bahia por me proporcionar uma experiéncia
Unica e me acolher como segunda casa nesses 13 anos.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias Agrarias pela oportunidade em cursar o
doutorado.

A banca examinadora pela participacdo e contribuicdes valorosas.

Agradeco a todos que fizeram e fazem parte da minha vida e torcem pelo meu sucesso,
minha Gratidao!

Deus abencoe todos vocés!



SUMARIO

Pégina
RESUMO
ABSTRACT
REFERENCIAL TEORICO ..ot s esie s sensss s nassensenansenes 11
ARTIGO 1

BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS ASSOCIADAS AS ABELHAS E SEUS
PRODUTOS ..t b bttt b e nn e 21

ARTIGO 2

POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS LACTICAS ISOLADAS DE Apis
mellifera E SEUS PRODUTOS ...ooviveeeeeeeeeeeeee oo ete e e e e e aeer e es e e e esaeesaeesesaeesaaen e 49

ARTIGO 3

AVALIACAO DO POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS LACTICAS
ISOLADAS DO TRATO GASTROINTESTINAL, MEL E POLEN DE Melipona
SCULRIIANIS L. oo 69

CONSIDERAGCOES FINALIS ..ottt 94



BACTERIAS LACTICAS PROBIOTICAS PROVENIENTES DO TRATO
GASTROINTESTINAL DE ABELHAS SOCIAIS E DOS PRODUTOS DA
COLMEIA

Autora: Nayara Alves Reis

Orientadora: Dra. Geni da Silva Sodré

Resumo: Os probidticos sdo micro-organismos vivos capazes de promover o equilibrio da
microbiota intestinal quando ingeridos em quantidades adequadas. Dentre as diversas
fontes onde podem ser isoladas bactérias probidticas, as abelhas e seus produtos tém
demonstrado grande potencial devido a presenca de bactérias lacticas com capacidade para
produzir substancias antimicrobianas. Assim, esta pesquisa teve como objetivo isolar e
identificar bactérias lacticas da microbiota gastrointestinal e dos produtos da colmeia (mel
e polen) das abelhas sociais Apis mellifera e Melipona scutellaris e avaliar suas
propriedades probidticas visando aplicacBes futuras no desenvolvimento de alimentos
funcionais. As amostras foram obtidas no apiario e meliponario localizado na Universidade
Federal do Reconcavo da Bahia. Os isolados foram selecionados primeiramente quanto a
coloracdo de Gram e atividade de catalase. As bactérias lacticas selecionadas foram
testadas in vitro quanto a atividade antagbnica sobre os micro-organismos indicadores
Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes CERELA, Staphylococcus aureus
ATCC 25932, Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis ATCC 29212,
suscetibilidade a diferentes antimicrobianos (ampicilina (10 pg), amoxicilina (10 pg),
cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg),
tolerancia ao pH 2,0; 2,5; 3,0 e a diferentes concentracfes de sais biliares (0,05%, 0,1%,
0,5%). Finalmente as bactérias com potencial probiético foram identificadas por meio do
sequenciamento do gene 16S rRNA. Para as amostras de A. mellifera, 39 bactérias isoladas
apresentaram coloracdo Gram positiva e atividade catalase negativa. Desse total, 69,23%
apresentaram inibicdo sobre Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus
ATCC 25932, 61,53% sobre Enterococcus faecalis ATCC 29212, 51,28% sobre
Salmonella Enteritidis, e 53,84% sobre Listeria monocytogenes CERELA. A resisténcia
antimicrobiana foi observada para a vancomicina (33%) e gentamicina (30%). Cinco
bactérias lacticas apresentaram crescimento em pH 3,0 e quatro em diferentes
concentragOes de sais biliares (0,05%, 0,1%, 0,5%). Todas as potenciais bactérias lacticas

isoladas foram identificadas como Apilactobacillus kunkeei. Para as amostras de M.



scutellaris, 16 micro-organismos apresentaram coloragdo Gram positiva e atividade de
catalase negativa. Quanto a acdo antagdnica, 56,25% das bactérias lacticas inibiram a
presenca de E. coli e Salmonella Enteritidis, 62,5% L. monocytogenes e 75% S. aureus e E.
faecalis. Todos os isolados foram sensiveis aos antimicrobianos: ampicilina, amoxicilina e
cloranfenicol, no entanto 58,33% foram resistentes a vancomicina. Trés bactérias lacticas
apresentaram crescimento em pH 3,0, e também foi observado crescimento nas
concentracdes de 0,05%, 0,1% e 0,5% de sais biliares. As bactérias lacticas com potencial
probidtico foram identificadas como Enterococcus faecium. O potencial probidtico das
bactérias lacticas isoladas do trato gastrointestinal, mel e pdlen de abelhas sociais,
demonstra a sua possivel aplicacdo no desenvolvimento de novos produtos funcionais.
Além disso, a capacidade dessas bactérias em produzir compostos antimicrobianos
possibilita sua futura identificacdo, sendo uma alternativa no desenvolvimento de farmacos
para uso no combate a doencas infecciosas em humanos e animais. Este é o primeiro
estudo no Brasil que descreve o isolamento de bactérias lacticas com potencial probidtico

provenientes do trato gastrointestinal, mel e pélen de abelhas sociais do Recéncavo baiano.

Palavras-chave: Microbiota gastrointestinal, salde, probioticos, Apis mellifera, Melipona

scutellaris.



PROBIOTIC LACTIC BACTERIA FROM THE GASTROINTESTINAL TRACT
OF SOCIAL BEES AND BEEHIVE PRODUCTS

Author: Nayara Alves Reis

Adviser: Dra. Geni da Silva Sodré

Abstract: Probiotics are live microorganisms capable of promoting the balance of the
intestinal microbiota when ingested in adequate amounts. Among the various sources from
which probiotic bacteria can be isolated, bees and their products have shown great
potential due to the presence of lactic acid bacteria capable of producing antimicrobial
substances. Thus, this research aimed to isolate and identify lactic acid bacteria from the
gastrointestinal microbiota and from the hive products (honey and pollen) of the social
bees Apis mellifera and Melipona scutellaris and evaluate their probiotic properties for
future applications in the development of functional foods. The samples were obtained
from the apiary and meliponary located at the Federal University of Recdncavo da Bahia.
Isolates were first selected for Gram stain and catalase activity. The selected lactic acid
bacteria were tested in vitro for antagonistic activity on the indicator microorganisms
Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes CERELA, Staphylococcus aureus
ATCC 25932, Salmonella Enteritidis and Enterococcus faecalis ATCC 29212,
susceptibility to different antimicrobials (ampicillin) , amoxicillin (10 pg),
chloramphenicol (30 pg), gentamicin (10 pg), tetracycline (30 pg) and vancomycin (30
ug), tolerance to pH 2.0; 2.5; 3.0 and to different concentrations of bile salts (0.05%, 0.1%,
0.5%) Finally, bacteria with probiotic potential were identified by sequencing the 16S
rRNA gene. For A. mellifera samples, 39 isolated bacteria were Gram stained. positive and
negative catalase activity. Of this total, 69.23% showed inhibition on Escherichia coli
ATCC 25922 and Staphylococcus aureus ATCC 25932, 61.53% on Enterococcus faecalis
ATCC 29212, 51.28% on Salmonella Enteritidis, and 53.84% on and Listeria
monocytogenes CERELA. Antimicrobial resistance was observed for vancomycin (33%)
and gentamicin (30%). Five lactic acid bacteria grew at pH 3.0 and four at different bile
salt concentrations (0.05%, 0.1%, 0.5%). All potential lactic acid bacteria isolated were
identified as Apilactobacillus kunkeei. For the M. scutellaris samples, 16 microorganisms
showed Gram positive staining and negative catalase activity. As for the antagonistic
action, 56.25% of lactic acid bacteria inhibited the presence of E. coli and Salmonella



Enteritidis, 62.5% L. monocytogenes and 75% S. aureus and E. faecalis. All isolates were
sensitive to antimicrobials: ampicillin, amoxicillin and chloramphenicol, however 58.33%
were resistant to vancomycin. Three lactic acid bacteria grew at pH 3.0, and growth was
also observed at concentrations of 0.05%, 0.5% and 0.1% of bile salts. Lactic acid bacteria
with probiotic potential were identified as Enterococcus faecium. The probiotic potential of
lactic acid bacteria isolated from the gastrointestinal tract, honey and pollen from social
bees demonstrates its possible application in the development of new functional products.
In addition, the ability of these bacteria to produce antimicrobial compounds enables their
future identification, being an alternative in the development of drugs for use in combating
infectious diseases in humans and animals. This is the first study in Brazil that describes
the isolation of lactic acid bacteria with probiotic potential from the gastrointestinal tract,

honey and pollen of social bees from the Reconcavo Bahia region.

Keywords: Gastrointestinal microbiota, health, probiotics, Apis mellifera, Melipona
scutellaris.
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REFERENCIAL TEORICO

1. O que é probidtico como caracterizar?

Os probidticos sdo conhecidos como micro-organismos Vvivos que quando consumidos
em determinadas quantidades promovem beneficios a satde do individuo (COSTA et al.,
2019). Esses micro-organismos benéficos sdo capazes de prevenir a disbiose intestinal bem
como estimular o sistema imunologico (HMOOD et al., 2019).

Cada cepa probiotica apresenta diferentes funcfes terapéuticas, assim para uma selecéo
adequada de um micro-organismo candidato a probidtico deve-se seguir critérios basicos
(MISHRA; CHAKRAVARTY; MANDAVGANE, 2021), baseados em trés pontos principais:
comprovacao da identidade do micro-organismo, de sua seguranca e de seu efeito benéfico
(ANVISA, 2021).

Para a comprovacao da seguranca é necessaria a identificacdo e histdrico de uso seguro
da cepa, garantido por meio de ensaios in vitro, em animais, em humanos e quando disponivel
vigilancia pdés-mercado (ANVISA, 2021). A identificacdo do micro-organismo por meio de
técnicas fenotipicas e genéticas, permite o levantamento bibliografico sendo fundamental no
conhecimento de suas propriedades gerais. O perfil de resisténcia a antimicrobianos de
importancia clinica, fatores de viruléncia, como enzimas (hemolisinas), metabdlitos toxicos
(aminas biogénicas) ou outras moléculas relacionadas & patogenicidade (invasinas, adesinas,
proteinas de superficie), sdo os principais ensaios in vitro que devem ser realizados para
comprovar se um micro-organismo € seguro para uso como probiotico (ANVISA, 2021).

A selecdo de um probiodtico também é determinada pelo seu potencial benéfico no
organismo. Os probidticos conferem seus efeitos benéficos a satde por diferentes mecanismos
de acdo, como a prevencdo da adesdo ou colonizacdo de patdgenos pela producdo de
metabolitos com acdo antimicrobiana, exclusdo competitiva, producdo de compostos bioativos
com atividade antioxidante, peptideos, acidos graxos de cadeia curta, aminoacidos, vitaminas,
e a modulacdo do sistema imunologico pela producdo de imunoglobulinas (CHUGH,;
KAMAL-ELDIN, 2020).

Para que um micro-organismo probiotico exerca seu efeito benéfico é necessario que ele
sobreviva as condigdes adversas do trato gastrointestinal (acido gastrico, secrecdo da bile,
alteracdes de pH e enzimas), por isso é necessario a realizacdo de testes in vitro que simulem

esse ambiente (ANVISA, 2021). A viabilidade do probidtico deve-se manter em torno de 108


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/immunoglobulin-antibody
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a 10" UFC/mL, algumas estratégias tém sido desenvolvidas para melhorar a sobrevivéncia dos
micro-organismos probidticos e incluem o uso de recipientes impermeaveis ao oxigénio, € a
microencapsulacdo (ASPRI; PAPADEMAS; TSALTAS, 2020).

2. Beneficios e mecanismos de acédo dos probioticos

Além de melhorar a satde intestinal, os probiéticos podem ser utilizados no tratamento
de doencas alérgicas em bebés e criancas (ROOBAB; BATOOL; MANZOOR, 2020) e na
prevencdo de outras doencas como a incidéncia de cancer de célon (HMOOD et al., 2019).
No trato gastrointestinal do hospedeiro pode inibir a sobrevivéncia de bactérias patogénicas
mediante exclusdo competitiva por nutrientes, espaco e sitios de adesdo as células do epitélio
intestinal, por inibirem a acdo de toxinas e pela produgdo de substancias antimicrobianas
como as bacteriocinas (DIEZ-GUTIERREZ et al., 2020).

Tem sido relatado que o consumo de probidticos melhora a funcéo cerebral, uma vez
que, a disbiose intestinal pode resultar no desenvolvimento de doencgas neuroldgicas como
Parkinson, Alzheimer, esclerose mudltipla, distdrbio do espectro do autismo, estresse e
depressdo (SUGANYA; KOO, 2020). Anatomicamente, o intestino tem uma relacdo
complexa e bidirecional com o Sistema Nervoso Central (SNC), que é denominado como o
eixo intestino-cérebro que se cruzam no contexto de saude e doencas. Essa linha cruzada
permite que 0s sinais viscerais sensoriais do intestino que viajam através do nervo vago
influenciem o SNC para regular o reflexo e as mudancas mentais/de humor; por sua vez, o
cérebro direciona os sinais para modular a fisiologia intestinal e outras funcdes. Varios
estudos sugerem que a microbiota intestinal influencia o desenvolvimento, funcdes e
disturbios do SNC e ENS (Sistema Nervoso Entérico) por meio da interacdo e ativacdo de
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), como os receptores Toll-like 2 e 4 (TLR2 e
TLR4). A dishiose intestinal e a perda associada de integridade da barreira intestinal e
permeabilidade intestinal permitem o aumento da translocacdo dos metabdlitos derivados de
bactérias intestinais e padrdes moleculares associados a microbios (MAMPS) em tecidos
linfoides mesentéricos, resultando na progressdo e desenvolvimento de vérias doencas
neuroldgicas (SUGANYA; KOO, 2020).

Ainda sdo poucas as evidéncias dos efeitos anti COVID-19 dos probiéticos, porém o0s

metabolitos tais como, butirato, desaminotirosina (DAT) e acidos biliares secundarios,
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produzidos por eles e transportados atraves da circulacdo para os pulmdes podem inibir a
replicacdo viral ou melhorar a resposta imune contra o coronavirus (GAUTIER et al., 2021).
O butirato aumenta a proliferacdo dos macréfagos que expressam um nivel mais baixo de
quimiocina reduzindo o influxo de neutrofilos nos pulmdes. Os metabdlitos de DAT
aumentam a producdo de interferons tipo | ao amplificar o receptor do interferon-o/p e o
ativador da transcricdo 1 além de ativar os linfocitos. Os acidos biliares secundarios afetam

diretamente as células T ou diminuem a progénie de virus (GAUTIER et al., 2021).

3. Bacterias lacticas probioticas

As bactérias do 4cido lactico (BAL) sdo gram-positiva e usam carboidratos como Unica
ou principal fonte de carbono, os géneros que frequentemente ocorrem na fermentacdo de
alimentos incluem: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Weissella (WANG et al., 2021). Recentemente ocorreu uma fusdo entre as
familias Lactobacillaceae e Leuconostocaceae em uma Unica familia Lactobacillaceae. Além
disso, o género Lactobacillus foi reclassificado em 25 géneros novos (ZHENG et al., 2020).

Dentre 0s micro-organimos, o género Lactobacillus é a bactéria lactica mais utilizada na
industria como probidtico. As bactérias lacticas contém propriedades atrativas para a industria
alimenticia e da satde, além de serem utilizadas para melhorar o sabor e aroma dos alimentos
fermentados, aumentar a nutricdo dos alimentos (degradacao de polissacarideos indigestiveis),
reduzir substancias nocivas (degradacdo de proteinas/eliminando alérgenos proteicos) e
aumentar a vida util (producdo de bacteriocinas) dos alimentos, esse grupo de bactérias
podem atuar como probidticos promovendo beneficios a saude (AUDISIO et al., 2017;
WANG et al., 2021).

O conhecimento de novas cepas de bactérias lacticas capazes de produzir compostos
antimicrobianos ainda ndo caracterizados, tem grande relevancia, pois pode ser uma
alternativa contra doencas infecciosas em humanos e animais, uma vez que, 0 uso de
antibioticos tem sido limitado devido a resisténcia bacteriana (OLOFSSON et al., 2014,
ROOBAB et al., 2020).

As bactérias lacticas podem ser encontradas em ambientes ricos em fontes de carbono e
proteinas (TEUSINK; MOLENAAR, 2017). Alguns estudos tém mostrado a presenca desse
grupo de bactérias em abelhas e nos produtos da colmeia (OLOFSSON et al., 2014,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34055755
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8149962/#B180
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34055755
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AUDISIO et al., 2015; HMOOD et al., 2019), pois esses ambientes apresentam uma
diversidade de micro-organismos que variam de regido, floracdo, fatores ambientais e
quantidade de néctar (MA et al., 2020).

Apilactobacillus kunkeei pertence ao grupo das bactérias do acido lactico frutofilico
(FLAB), um subgrupo de bactérias do acido lactico, descrito recentemente e reconhecido por
seu status seguro (VERGALITO et al., 2020). Os FLAB preferem a frutose como substrato de
crescimento e habitam apenas nichos ricos em frutose (ENDO et al., 2018). Essa espécie antes
nomeada como Lactobacillus kunkeei foi reclassificada para destacar a adaptagdo especifica
as abelhas (ZHENG et al., 2020). E uma bactéria simbionte com efeitos benéficos
documentados na saude destes insetos, como a capacidade de inibir diferentes patégenos
presentes na colmeia (VERGALITO et al., 2020).

Dentre os beneficios que podem ser atribuidos a essa espécie, destacam-se a producao
de biofilme contra cepas virulentas de Pseudomonas aeruginosa (BERRIOS et al., 2018),
producdo de substancias poliméricas extracelulares (EPS) com a capacidade para reduzir o
colesterol (SAKANDAR; KUBOW,; SADIQ et al.,, 2019; VERGALITO et al.,, 2020), a
habilidade em metabolizar a frutose melhorando a sindrome do intestino irritdvel mediada
pela frutose (SI) (FILANNINO et al., 2019), além de sobreviver em condicfes estressantes,
como nichos ricos em frutose (VERGALITO et al., 2020).

N&o héa evidéncias clinicas sobre a patogenicidade do A. kunkeei, que tem sido isolada
comumente nos produtos da colmeia que historicamente fazem parte da alimentacdo humana,
sugerindo seu possivel uso seguro como probidtico humano (VERGALITO et al., 2020).
Duas licencas ja foram depositadas nos EUA e no Canada para o uso de A. kunkeei em
alimentos e produtos parafarmacéuticos (OLOFSSON; VASQUEZ et al., 2008; MATSUURA
etal., 2018).

Muitos beneficios tém sido atribuidos ao uso de Enterococcus como probidtico,
principalmente devido a sua capacidade em produzir substancias antimicrobianas, como as
enterocinas. Essas bacteriocinas tem potencial para aplicacdo na industria de alimentos como
bio-conservantes naturais contra patégenos de origem alimentar e cepas resistentes a
antibioticos (FUGABAN et al., 2021). No entanto, sua utilizacdo como probioticos deve ser
cuidadosamente investigada, em virtude de algumas cepas desse género serem consideradas
patogenos oportunistas (OMER et al., 2021). Sabna et al. (2021) relataram que E. faecium
BS5 foi um produtor eficiente de &cido gama-aminobutirico (GABA), principal
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neurotransmissor inibitorio no sistema nervoso central que pode modular o humor, distdrbios
do sono e memdria. O GABA, produzidos por algumas bactérias lacticas probidticas
desempenha um papel essencial na prevencdo de doencas neurais, diabetes tipo 1, cancer,
doencas cardiovasculares, doengas imunoldgicas e asma (DIEZGUTIERREZ et al., 2020). Os
autores concluiram que essa bactéria lactica € um probidtico promissor e pode ser
potencialmente usado para a producédo industrial em grande escala na producdo de GABA e

também para o desenvolvimento de produtos fermentados funcionais (SABNA et al., 2021).

4. Bactérias lacticas probioticas em abelhas sociais

As abelhas meliferas tém grande importancia ambiental em virtude do processo de
polinizagéo, assim como na economia devido a elaboracdo de produtos como mel, geleia real,
cera e veneno (MARUSCAKOVA et al., 2020). Apesar disso, tem sido notado o declinio de
colbnias em todo o0 mundo, varias sdo as causas dessas perdas, incluindo patégenos e parasitos
(Paenibacillus larvae, Varroa destructor, Acarapis woodi, Nosema spp., virus de abelha),
pesticidas, dgua contaminada, uso de antibidticos, ma nutri¢ao (MARUSCAKOVA et al.,
2020; PATEL et al., 2020). Esses fatores influenciam diretamente na microbiota intestinal das
abelhas que é tdo importante para a salde destes insetos.

Além do seu uso em humanos, as bactérias lacticas probidticas podem ser consumidas
por animais com o objetivo de melhorar sua saude e desempenho na produgdo. A microbiota
intestinal desempenha um papel crucial na manutencdo da satde das abelhas, estimulando o
sistema imunoldgico e inibindo patdgenos sendo dessa forma, importante para a prevencao de
doencas (MARUSCAKOVA et al., 2020).

Olofsson e Vasquez (2008) relataram pela primeira vez a presenca de bactérias lacticas
dos géneros Lactobacillus e Enterococcus no estbmago de mel e mel de Apis mellifera. Hasali
et al. (2015) identificaram Lactobacillus no mel de abelhas sem ferrdo na Malasia.
Lactobacillus kunkeei foram recentemente identificados no estbmago de mel da abelha A.
mellifera na Turquia (UGRAS, 2017). Pela primeira vez foram isoladas e identificadas
bactérias lacticas dos géneros Lactobacillus e Enterococcus no mel armazenado da abelha A.
mellifera no Ird (FAEHGHEH et al., 2021).

Vergalito et al. (2020) relataram que cepas de Apilactobacillus kunkeei isoladas do
intestino e pdo de abelha apresentaram aspectos relevantes para uso como probiotico. A


https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2020.1765490?casa_token=w_2BkLIVVbkAAAAA%3AZiAaU57NB1srxZaKbIv5ogSlYEIHCJFBuvkksV3nUg98HzGGsu_krnLRL16YlyWN0JhThUJ5Dp0ReWr8
https://www.tandfonline.com/doi/full/10.1080/00218839.2020.1765490?casa_token=w_2BkLIVVbkAAAAA%3AZiAaU57NB1srxZaKbIv5ogSlYEIHCJFBuvkksV3nUg98HzGGsu_krnLRL16YlyWN0JhThUJ5Dp0ReWr8
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presenca de enzimas benéficas (B-glucosidase, B-galactosidase e leucina arilamidase), a baixa
resisténcia a antibidticos, a capacidade de inibir Pseudomonas aeruginosa (patdgeno
oportunista com grande resisténcia a antibidticos), e a viabilidade na presenca de altas
concentracdes de acucar foram os resultados observados nesta pesquisa.

Klassen et al. (2021) relataram que o uso do probidtico comercial Protexine contendo
cepas de Enterococcus faecium, reduziram significativamente as infec¢des de colonias de
abelhas pelo parasita Nosema ceranae, onde observaram um aumento nas populacfes das
abelhas, producdo de mel e sobrevivéncia durante o inverno. Os autores concluiram que a
utilizacdo dessa bactéria como probiotico para as abelhas, pode ser uma alternativa eficaz ao
uso da fumagilina ja que este antibidtico pode causar contaminacao nos produtos da colmeia
(KLASSEN et al., 2021).

Em um estudo realizado por Audisio et al. (2015), utilizando Lactobacillus johnsonii
CRL1647, isolado do trato intestinal de Apis mellifera, na administracdo em outra col6nia da
mesma espécie de abelha, observaram que ocorreu um aumento na producdo de mel nas
coldnias tratadas em comparacdo a amostra controle, além disso houve uma reducdo de
Nosema e na incidéncia de Varroa (vetor de patdgenos que causa a reducdo na producéo de
mel e, até mesmo a morte da colénia). Os autores concluiram que a administracdo de
lactobacilos a cada 15 dias tornava as coldnias de abelhas mais fortes e resistentes a doencas
(AUDISIO et al, 2015).

Para avaliar o potencial de um probi6tico Maruséakova et al. (2020) utilizou uma
preparacdo com Lactobacillus brevis B50 Biocenol ™ (CCM 8618) isolado do trato digestivo
de abelhas saudaveis, e polen. As abelhas foram alimentadas com a mistura e os resultados
mostraram que ocorreu um aumento significativo com relacdo a expressdo dos genes que
codificam peptideos antimicrobianos (abaecin, defensin-1), bem como receptores para
reconhecimento de padrdo moleculares associados a patdgenos (receptor toll-like, proteinas de
reconhecimento de peptidoglicano) (MARUSCAKOVA et al., 2020).

Considerando essa abordagem, fica evidente que a pesquisa cientifica tem sido cada vez
mais incentivada a selecionar novos probioticos de “fontes ndo convencionais”. O isolamento
de novas bactérias lacticas probioticas abre o leque de oportunidades para seu uso no
desenvolvimento de novos produtos funcionais, assim como a sua utilizagdo na prevencao de

doengas melhorando a qualidade de vida dos individuos.
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Neste cenario, o atual trabalho teve como principal objetivo isolar, identificar bactérias
lacticas da microbiota gastrointestinal e dos produtos da colmeia (mel e pélen) das abelhas
sociais Apis mellifera e Melipona scutellaris e avaliar suas propriedades probioéticas visando

aplicacdes futuras no desenvolvimento de alimentos funcionais.

Desta forma, para melhor organizacdo, este manuscrito foi dividido nos seguintes
artigos:
Artigo 1: Bactérias lacticas probidticas associadas as abelhas e seus produtos.
Artigo 2: Potencial probiotico de bactérias lacticas isoladas de Apis mellifera e seus produtos.
Artigo 3: Avaliacdo do potencial probidtico de bactérias lacticas isoladas do trato

gastrointestinal, mel e polen de Melipona scutellaris L.
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RESUMO: Os probidticos sdo micro-organismos vivos capazes de promover o equilibrio da
microbiota intestinal quando ingeridos em quantidades adequadas. Muitas pesquisas tém
focado no uso de alimentos probidticos em virtude dos efeitos fisioldgicos benéficos a salde,
contribuindo na prevencdo de doencas. Dentre as diversas fontes com potencial para ser
isolado micro-organismos probioticos, encontram-se as abelhas sociais e 0s seus produtos,
devido a presenca de bactérias lacticas com capacidade para produzir substancias
antimicrobianas. Dessa forma, esta revisdo teve como objetivo compilar informacoes
bibliogréaficas acerca de bactérias lacticas probioticas isoladas do trato gastrointestinal e dos
produtos da colmeia (mel e pdlen) das abelhas sociais. A revisdo bibliografica foi realizada
por meio de buscas nas bases de dados: Latin American and Caribbean Health Sciences,
PUBMED, Medical Literature Analysis, Science Direct e Google Académico. Os critérios de
selecdo consideraram os artigos publicados no periodo entre os anos 1988 a 2021. A filtragem
principal dos dados foi obtida por meio do uso das palavras-chave em portugués e em inglés:
“probidticos”, “bactérias lacticas", “bactérias lacticas em abelhas", bactérias lacticas em mel",
bactérias lacticas em polen™. As bactérias lacticas presentes nas abelhas tém papel relevante
na saude e sobrevivéncia desses insetos, realizando importantes funcbes na assimilacdo de
nutrientes e no sistema imunoldgico. Essas bactérias podem ser Gteis na aplicacdo para a
apicultura/meliponicultura, produgdo de novos alimentos funcionais, assim como na industria
farmacéutica.

Palavras-chave: Microbiota gastrointestinal, biotecnologia apicola, mel, polen.
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PROBIOTIC LACTIC BACTERIA ASSOCIATED WITH BEES AND THEIR
PRODUCTS

ABSTRACT: Probiotics are live microorganisms capable of promoting the balance of the
intestinal microbiota when ingested in adequate amounts. Much research has focused on the
use of probiotic foods because of their beneficial physiological effects on health, contributing
to disease prevention. Among the various sources with potential to be isolated probiotic
microorganisms, are social bees and their products, due to the presence of lactic acid bacteria
capable of producing antimicrobial substances. Thus, this review aimed to compile
bibliographic information about probiotic lactic acid bacteria isolated from the gastrointestinal
tract and from the hive products (honey and pollen) of social bees. The literature review was
performed through searches in the databases: Latin American and Caribbean Health Sciences,
PUBMED, Medical Literature Analysis, Science Direct and Academic Google. The selection
criteria considered the articles published in the period between 1988 and 2021. The main
filtering of the data was obtained through the use of keywords in Portuguese and English:
“probiotics”, “lactic acid bacteria”, “lactic acid bacteria in bees", lactic acid bacteria in
honey", lactic acid bacteria in pollen”. The lactic acid bacteria present in bees play an
important role in the health and survival of these insects, performing important functions in
the assimilation of nutrients and in the immune system. These bacteria can be useful in
application for beekeeping/meliponiculture, production of new functional foods, as well as in

the pharmaceutical industry.

Keywords: Gastrointestinal microbiota, bee biotechnology, honey, pollen.
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1. Introducéo

Os probi6ticos sdo conhecidos como micro-organismos vivos que quando consumidos
em quantidades determinadas promovem beneficios a salde do individuo (COSTA et al.,
2019). Séo capazes de restaurar o equilibrio da microbiota intestinal, produzindo metabolitos
com acdo antimicrobiana e estimulando o sistema imunologico (HMOOD; HABEEB; AL-
MHNNA, 2019).

As bacteérias lacticas contém propriedades atrativas para a industria alimenticia e da
salde, principalmente devido a seu uso na conservacdo de alimentos e no controle de
patdgenos em funcdo da producdo de metabolitos com propriedades antimicrobianas
(AUDISIO et al., 2017). O conhecimento de novas bactérias lacticas, capazes de produzir
compostos antimicrobianos ainda ndo caracterizados, tem grande relevancia, pois pode ser
uma alternativa contra doencas infecciosas em humanos, uma vez que o0 uso de antibidticos
tem sido limitado devido a resisténcia bacteriana (OLOFSSON et al., 2014; ROOBAB et al.,
2020).

As bactérias lacticas podem ser encontradas em ambientes ricos em fontes de carbono e
proteinas (TEUSINK; MOLENAAR, 2017), alguns estudos tém mostrado a presenca desse
grupo de bactérias em abelhas e nos produtos da colmeia (OLOFSSON et al., 2014,
AUDISIO; SABATE; BENITEZ-AHRENDTS, 2015; HMOOD; HABEEB; AL-MHNNA,
2019), pois esses ambientes apresentam uma grande diversidade de micro-organismos que
variam de regido, floracdo, fatores ambientais e quantidade de néctar (MA et al., 2020).

Além do seu uso em humanos, as bactérias lacticas probidticas podem ser consumidas
por animais com o objetivo de melhorar sua saude e desempenho na producdo. Neste
contexto, o isolamento e identificacdo de bactérias lacticas com caracteristicas probiéticas
deve ser estudado, uma vez que tem potencial para desenvolvimento de produtos funcionais,
prevenindo doencas e aumentando a expectativa de vida dos individuos. Esta revisdo tem o
objetivo de compilar informagdes bibliograficas acerca de bactérias lacticas probioticas que
podem ser isoladas do trato gastrointestinal e dos produtos da colmeia (mel e pdlen) das

abelhas sociais (Apini e Meliponini).
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2. Material e métodos
A revisdo bibliogréafica foi realizada por meio de buscas nas bases de dados: Latin
American and Caribbean Health Sciences (LILACS), PUBMED, Medical Literature Analysis
(MEDLINE), Science Direct e Google Académico. Os critérios de selecdo consideraram 0s
artigos publicados no periodo entre os anos 1988 a 2021. A filtragem principal dos dados foi
obtida por meio do uso das palavras-chave em portugués e em inglés: “probilticos”,
“bactérias lacticas", “bactérias lacticas em abelhas", “bactérias lacticas em mel"”, “bactérias

lacticas em polen™.

3. Probioticos

Hé& cerca de 100 anos, o cientista russo e também professor do Instituto Pasteur em
Paris, Elie Metchnikoff, observou que o aumento na expectativa de vida dos caucasianos se
devia a funcdo benéfica das bactérias lacticas (BAL) presentes nos leites fermentados
(HOLZAPFEL; SCHILLINGUER, 2002). Em 1965, Lilly e Stillwell utilizaram pela primeira
vez o termo probidtico definindo-o como substancia de origem microbioldgica que estimula o
crescimento de outros  micro-organismos (WORLD GASTROENTEROLOGY
ORGANISATION, 2017). Em 1995, Fuller, propds uma nova definicdo: "um probidtico é
uma preparagdo composta por micro-organismos Vivos ou estimulantes microbianos que
afetam a microbiota indigena do animal, planta ou alimento de uma forma benéfica"
(MCGUIRE; MCGUIRE, 2015). Atualmente, o conceito de probidtico mais usado € o da
Organizacdo Mundial de Saude de 2001, que define probidticos como micro-organismos
capazes de conferir beneficios a salde do hospedeiro quando administrados em quantidades
adequadas (GUARNER et al., 2017).

Os probidticos tém sido utilizados principalmente para diminuir a inflamacdao intestinal
restaurando o equilibrio da microbiota. No trato gastrointestinal do hospedeiro pode inibir a
sobrevivéncia de bactérias patogénicas mediante exclusdo competitiva por nutrientes, espaco
e sitios de adesdo as células do epitélio intestinal, por inibirem a acdo de toxinas e pela
producdo de substancias antimicrobianas como as bacteriocinas (DIEZ-GUTIERREZ et al.,
2020).

Algumas bactérias probioticas estdo relacionadas com a reducgéo dos niveis de colesterol

devido a capacidade dessas bactérias em adsorver essa molécula (RUAS-MADIEDO, 2014),
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por meio do aumento da secrecdo de acidos biliares e da absorcdo das fibras dietéticas
(KORCZ; KERENYI; VARGA, 2018; YILDIZ; KARATAS, 2018). Em um estudo in vivo, a
ingestdo de bactérias lacticas por camundongos resultou em melhoria do metabolismo
lipidico, reduzindo as concentracGes séricas de colesterol e triglicerideos (TG) (LONDON et
al., 2014). Além disto, a presenca de bactérias lacticas probioticas podem aumentar a resposta
imunologica do hospedeiro em virtude do aumento nos niveis de anticorpos IgA
(Imunoglobulina A), citocinas anti-inflamatérias e da atividade dos macréfagos contra
patogenos (SAADAT; KHOSROUSHAHIB; GARGARI, 2019; DIEZ-GUTIERREZ et al.,
2020).

Outro beneficio resultante do consumo de probidticos é com relacdo a degradacdo da
lactose no intestino em func¢do da producdo da enzima B-Dgalactosidase. Isto proporciona
uma reducdo no desconforto abdominal associado as diarreias osmoticas, em individuos que
apresentam intolerancia a lactose (SAAD, 2006). Além do que, o consumo de probi6ticos,
como lactobacilos e bifidobactérias, pode estar associado a diminuicdo do risco de alergia
alimentar, por meio da quebra de proteinas com potencial alergénico no trato intestinal
(MORAIS; JACOB, 2006).

O consumo de alimentos adicionados de probidticos esta associado também a reducéo
de cancer no célon, em virtude da inibicdo de bactérias responsaveis por converter substancias
pré-carcinogénicas (como os hidrocarbonetos policiclicos arométicos e as nitrosaminas) em
carcinogeénicas, inibicdo direta na formacédo de células tumorais pela capacidade de inativacao
de substancias carcinogénicas e a estimulacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro pela
producdo de linfécitos T, B e macrdéfagos (ISMAIL; NAMPOOTHIRI, 2013; SABER et al.,
2017).

Algumas substancias produzidas pelas bactérias lacticas como os polissacarideos
extracelulares (EPS) podem ser uma alternativa vidvel como agente antitumoral (SAADAT,;
KHOSROUSHAHIB; GARGARI, 2019). Faghfoori et al. (2017) relataram que Lactobacillus
spp. isolados de produtos lacteos demonstraram efeito anticancerigeno por meio da regulacéo
negativa da expressdo dos genes ErbB-2 e ErbB-3 (FAGHFOORI et al., 2017). Em outro
estudo, L. casei, L. plantarum e L. acidophilus apresentaram propriedades contra o
crescimento de células do cancer de colon (DEEPAK et al., 2016).

O uso de substancias produzidas pelas bactérias lacticas na producdo de vacinas tem

sido avaliado, especialmente contra patégenos como os virus (HLN1, hepatite C, AIDS),
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parasitas (malaria) e micobactérias resistentes (tuberculose) (LI et al., 2014; MOSCOVICI,
2015).

Sabe-se que muitas doencas estdo associadas a alteragdes no eixo intestino-cérebro. Nos
ultimos anos pesquisadores estdo focados no efeito de grupos de moléculas produzidas pelas
bactérias lacticas, como resultado do seu metabolismo, que podem ajudar a prevenir e
proteger contra diferentes doencas humanas que podem estar associadas a dishiose devido a
forte conexdo entre o intestino e o cérebro (AGUILAR-TOALA et al.,, 2018; DIEZ-
GUTIERREZ et al., 2020).

O é&cido gama-aminobutirico (GABA) é um neurotransmissor inibitério que pode
modular o humor, distarbios do sono e memaria. O GABA, produzidos por algumas bactérias
lacticas probidticas desempenha um papel essencial na prevencdo de doencas neurais,
diabetes tipo 1, cancer, doencas cardiovasculares, doencas imunoldgicas e asma (DIEZ-
GUTIERREZ et al., 2020). Atuam principalmente via conexdo cérebro-intestino incluindo o
trato gastrointestinal, o sistema nervoso central, o sistema nervoso autbnomo, o sistema
nervoso entérico, o sistema neuroenddcrino e o sistema imunoldgico (KRAIMI et al., 2019).
Outros efeitos benéficos dessa substancia também foram relatados para diabetes, epilepsia,
depressdo, ansiedade, esquizofrenia, Alzheimer e Parkinson, portanto, um equilibrio na
guantidade desse neurotransmissor no organismo garante um estado de saude prevenindo e
aliviando sintomas dessas doencas (DIEZ-GUTIERREZ et al., 2020).

O micro-organismo candidato a probidtico deve apresentar uma série de caracteristicas,
tais como, cepas consideradas seguras (GRAS - “generally recognized as safe”),
probabilidade muito baixa de infeccdo, ou seja, ndo patogénicas, deve ter atividade
antimicrobiana contra patgenos, capacidade de adesdo a mucosa do intestino e conseguir
sobreviver as condi¢des adversas do estdbmago, como pH &cido e presenca de sais biliares (DE
MELO PEREIRA et al., 2018).

Outra caracteristica importante nessa selecdo é a resisténcia aos antimicrobianos
comumente utilizados no tratamento de infec¢cbes humanas, em virtude da possibilidade da
transmissao de genes de resisténcia a micro-organismos patogénicos (DE MELO PEREIRA et
al., 2018). Os organismos candidatos a probiodticos devem ainda ter a capacidade de inibir
micro-organismos patogénicos por meio da producdo de substancias antimicrobianas, como

bacteriocinas, acidos organicos e peroxido de hidrogénio. O efeito antimicrobiano do &cido
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lactico esta relacionado principalmente com a reducdo do pH do meio e do pH intracelular do
micro-organismo alvo (DIEZ-GUTIERREZ et al., 2020).

Dentre os antimicrobianos produzidos pelas bactérias lacticas, as bacteriocinas, em
especial a nisina produzida pelos Lactococcus lactis, tem sido muito estudada pela
importancia nas industrias de alimentos como bioconservantes, por inibir o crescimento de
bactérias potencialmente patogénicas, como Listeria monocytogenes e Bacillus cereus, e por
ndo causarem alteragcdes sensoriais nos alimentos (O"CONNOR et al., 2020).

Os probidticos também devem ser capazes de sobreviver as condi¢fes tecnoldgicas, ou
seja, devem se manter viaveis e estaveis durante o processamento e estocagem do alimento até
0 seu consumo. A sobrevivéncia de bactérias probidticas nos alimentos abaixo da quantidade
recomendada pode limitar sua habilidade de exercer os efeitos benéficos na saude humana
(SHAH, 2000; BARBOSA, 2011).

A sobrevivéncia de bactérias lacticas probioticas ao pH baixo é uma caracteristica
importante, pois o acido do estbmago humano que apresenta valores entre pH 0,9 a pH 3,0 na
presenca de alimentos € uma das barreiras que as bactérias encontram no trato gastrointestinal
(ERKKILA; PETAJA, 2000). Assim, um probiético deve sobreviver pelo menos 90 minutos
de exposic¢do em pH 3,0 (BERNARDEAU; VERNOUX; GUEGUEN, 2001).

A presenca de sais biliares constitui outra condicdo adversa para a sobrevivéncia das
bactérias lacticas probiodticas. No intestino humano e dos animais a concentragdo de sais
biliares inicia com 2% p/v durante a digestao, reduzindo para 0,3% p/v (GOTCHEVA et al.,
2002). Os sais biliares servem como barreira impedindo a aderéncia de micro-organismos no
intestino, por isso as bactérias lacticas probidticas devem resistir as concentracbes médias
existentes no trato gastrointestinal humano (MAINVILLE; ARCAND; FARNWORTH, 2005;
URNAU et al., 2012; MUNOZ QUEZADA et al., 2013). Embora se tenha conhecimento dos
beneficios da ingestdo de probidticos, muitos estudos precisam ser realizados para comprovar
a eficicia e a seguranca de cada cepa, uma vez que os efeitos probidticos tendem a ser
especificos da cepa (FONTANA et al., 2013). Para exercer acdo benéfica no hospedeiro é
necessaria a ingestdo minima de 10® a 10° Unidades Formadoras de Colbnias (UFC/g) de
células viaveis por dia (ANVISA, 2008).

Os micro-organismos pertencentes aos géneros Lactobacillus (classificado como
bacteria lactica) e Bifidobacterium sdo os mais empregados como probi6ticos na inddstria de

alimentos (WGO, 2017). Outras bactérias lacticas dos géneros Lactococcus, Enterococcus,
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Leuconostoc e Streptococcus também sdo utilizados como probidticos. Alguns fungos e
leveduras do género Aspergillus e Saccharomyces podem ser considerados probidticos
(DIEZ-GUTIERREZ et al., 2020).

4. Bactérias lacticas (BAL)

As bactérias lacticas pertencem ao filo Firmicutes, classe Bacilli e ordem
Lactobacillales. As diferentes familias incluem Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Enterococcaceae, Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e Streptococcaceae. Dentre 0s
principais géneros do grupo das bactérias lacticas estdo Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (BJORKROTH; KOORT, 2016;
MOZZI, 2016).

O maior grupo de bactérias lacticas pertence ao género Lactobacillus, que compreende
261 espécies (até marco de 2020) (ZHENG et al., 2020). Dentre elas alguns sdo utilizados
como probidticos a exemplo: L. acidophilus, L. brevis, L. casei, L. gasseri, L. johnsonii, L.
delbrueckii, L. fermentum, L. helveticus, L. paracasei, L. plantarum, L. reuteri, L. rhamnosus
e L. kunkeei (DE ANGELIS; GOBBETTI, 2016).

Recentemente Zheng et al. (2020) reclassificaram espécies do género Lacttobacillus
com base no sequenciamento completo do genoma, reclassificando-as em 25 géneros distintos
sendo estes:  Lactobacillus, Paralactobacillus, Holzapfelia, = Amylolactobacillus,
Bombilactobacillus, Companilactobacillus, Lapidilactobacillus, Agrilactobacillus,
Schleiferilactobacillus, Loigolactobacilus, Lacticaseibacillus, Latilactobacillus, Dellaglioa,
Liquorilactobacillus, Ligilactobacillus, Lactiplantibacillus, Furfurilactobacillus,
Paucilactobacillus, Limosilactobacillus, Fructilactobacillus, Acetilactobacillus,
Apilactobacillus, Levilactobacillus, Secundilactobacillus e Lentilactobacillus. De acordo com
0s autores esta mudanca reflete a posicdo filogenética dos micro-organismos e agrupa
lactobacilos em clados robustos com propriedades ecologicas e metabolicas compartilhadas.

Esse recente estudo taxonémico surgiu da necessidade de um refinamento dentro do
género Lactobacillus, por apresentar micro-organismos que sdo geneticamente muito distintos
com fungdes metabdlica e ecologica muito diversas, mas que estdo agrupados dentro do

mesmo género. A falta de organizagdo taxondmica estimulava a adicdo de novas espécies
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dentro do género, impedindo a descri¢ao de propriedades funcionais ou outras comunalidades
compartilhadas entre os membros dos subgrupos (ZHENG et al., 2020).

Anteriormente a classificacdo das bactérias lacticas em diferentes géneros era baseada
em caracteristicas fenotipicas tradicionais, como a morfologia das col6nias, células e
caracteristicas bioquimicas (INES et al., 2008). No entanto, a analise da sequéncia do gene
16S rRNA para classificacdo e identificacdo dessas bactérias permitiu ndo apenas
complementar as metodologias classicas baseadas nas caracteristicas fenotipicas, mas além
disso classificar micro-organismos ndo cultiviveis (BJORKROTH; KOORT, 2016).
(HUGENHOLTZ et al., 2021).

As caracteristicas morfoldgicas expressam a diversidade desse grupo de bactérias, uma
vez que podem apresentar formas de bacilos (Lactobacillus e Carnobacterium), de cocos ou
coco-bacilos (todos os outros géneros), exceto o género Weissella que pode ter a forma de
cocos ou bacilos (SETTANNI; MOSCHETT]I, 2010; MOZZI, 2016).

De acordo com as caracteristicas metabolicas, os géneros podem ser divididos em
homofermentativos obrigatorios (Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Enterococcus,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus e Lactobacillus
salivarius), que sdo capazes de fermentar hexose pela via Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)
quase exclusivamente em &cido lactico. Os heterofermentativos facultativos (Lactobacillus
casel, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum e Lactobacillus sakei) que degradam
hexose a &cido lactico pela via EMP e sdo capazes de degradar pentoses, pois possuem
aldolase e fosfoacetolase. E por fim em heterofermentativos obrigatérios (Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
fermentum e Lactobacillus reuteri) que degradam hexose pela via das pentoses fosfato
produzindo lactato, etanol ou acido acético e COz, além das pentoses que sdo fermentadas por
essa via (FELIS; DELLAGIO, 2005; MOZZI, 2016).

As BAL sdo bactérias Gram-positivas, ndo esporuladas, catalase negativa, acido-
tolerantes, desprovida de citocromos, aerdbias, microaerofilas ou anaerobias facultativas
(BJORKROTH; KOORT, 2016). Apresentam metabolismo estritamente fermentativo,
convertendo acucar principalmente em acido lactico (GIRAFFA; CHANISHVILLI;
WIDYASTUTI, 2010), sdo mesofilas, porém possuem a capacidade de crescer em diferentes

temperaturas entre 5°C e 45°C. Multiplicam-se em ambientes salinos, mas algumas espécies
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sdo inibidas em concentracdes superiores a 6,5% de NaCl (FRANCIOSI et al., 2009; LIMA et
al., 2009).

A acidificacdo do meio e 0s processos enzimaticos que normalmente acompanham o
crescimento dessas bactérias contribuem para as caracteristicas de aroma, textura e
preservacdo da qualidade microbiologica dos produtos lacteos fermentados
(KLAENHAMMER et al., 2005; BJORKROTH; KOORT, 2016). As bactérias lacticas podem
ser encontradas em varios habitats, como alimentos fermentados, leite, intestino e membranas
mucosas de seres humanos e animais, em vegetais, solo e dgua (BJORKROTH; KOORT,
2016; MOZZI, 2016).

A capacidade de adaptacdo das bactérias lacticas as condicdes extremas, devido a altas
concentracdes de &cido lactico produzido, tem favorecido o seu desenvolvimento em diversos
ambientes (OLIVEIRA; SILVA, 2011). No entanto, por serem fastidiosas, se multiplicam,
principalmente, em ambientes ricos em fontes de carbono e proteinas (TEUSINK;
MOLENAAR, 2017).

Recentemente, um subgrupo das bactérias lacticas foi descrito, conhecidas como
bactérias lacticas frutofilicas (FLAB), um grupo especial de bactérias lacticas. Sdo micro-
organimos geralmente encontrados em ambientes ricos em frutose, como flores, frutas e
intestino de insetos (MAENO et al., 2016).

Apilactobacillus kunkeei é classificada como a Unica bactéria obrigatéria do &cido
lactico frutofilico. Essa espécie é diferenciada de outros lactobacilos devido ao melhor
crescimento na presenca de oxigénio, fraco crescimento em glicose, e producdo de altas
concentracdes de acetato a partir do metabolismo da glicose (MAENO et al., 2016). A kunkeei
é considerada a espécie tipica do género e foi referida anteriormente como Lactobacillus
kunkeei. Uma bactéria anaerébia facultativa que foi originalmente isolada do vinho, no
entanto, € tipicamente associada as abelhas meliferas e flores (ZHENG et al., 2020).

Atualmente o género ao qual essa bactéria pertence apresenta sete espécies:
Apilactobacillus kunkeei, Apilactobacillus apinorum, Apilactobacillus kosoi, Apilactobacillus
micheneri, Apilactobacillus ozensis, Apilactobacillus quenuiae e Apilactobacillus timberlakei.
Todas as espécies sdo heterofermentativas com crescimento na faixa de 15-37 °C, apresentam
forma de bastonete, e crescem em condicdes &cidas abaixo de pH 3,0 convertendo frutose em

manitol. O que diferencia as espécies dentro do género sdo as propriedades fisiologicas
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relacionadas principalmente as condicGes de crescimento como a presenca de oxigénio, faixa
de temperatura, pH, além da matéria prima na qual foi encontrada (ZHENG et al., 2020).

As bacteérias lacticas contém propriedades atrativas para a industria alimenticia e da
saude, tem sido utilizada principalmente na conservacdo de alimentos e no controle de
patogenos devido a producdo de metabdlitos com propriedades antimicrobianas (SAADATA;
KHOSROUSHAHIB; GARGARI, 2019). Levando em consideracdo o contexto atual sobre
alimentacdo saudavel e natural, a biopreservacdo utilizando bactérias lacticas representa
alternativa potencial para substituir ou reduzir o uso dos conservantes quimicos (LEYVA-
SALAS etal., 2017).

Os principais géneros considerados seguros e utilizados na industria de alimentos
incluem Lactococcus (leite), Lactobacillus (leite, carne, vegetais e cereais), Leuconostoc
(vegetais, leite), Pediococcus (vegetais, carne) e as espécies Oenococcus oeni (vinho) e
Streptococcus thermophilus (leite). Além de desempenhar papel na biopreservacdo dos
alimentos fermentados, esses micro-organismos melhoram as caracteristicas fisico-quimicas e
sensoriais dos alimentos (INES et al., 2008; MOZZI, 2016).

Ouiddir et al. (2019) observaram que Lactobacillus plantarum CH1 se mostrou a cepa
mais antifingica dentre as cepas testadas em produtos de panificacdo e laticinios. Além disso,
os autores relataram que L. plantarum CH1 ndo alterou as propriedades sensoriais dos
produtos finais. Em outro estudo, Leyva-Salas et al. (2018) observaram que a combinagéo de
L. plantarum L244 com L. harbinensis L172 (Al) poderia retardar o crescimento de
Penicillium commune, Mucor racemosus e Rhodotorula mucilaginosa em iogurte por 2 a 24
dias, sem afetar as caracteristicas sensoriais. Lactobacillus helveticus apresentou um potencial
efeito antagonista contra 0s micro-organismos patogénicos e deterioradores de alimentos,
como Bacillus cereus, Candida parapsilosis, Escherichia coli, Penicillium chrysogenum,
Salmonella entérica e Staphylococcus sciuri (AL-GAMAL et al., 2019).

As bactérias lacticas também podem ser utilizadas na industria de alimentos como
cultura starter, promovendo transformacGes na matéria-prima mediante processo
fermentativo, contribuindo de forma positiva para o0 aroma e sabor dos alimentos. As bacterias
utilizadas como cultura starter, podem ou nao ter caracteristicas probioticas. Quando, além de
colaborar com o perfil sensorial do produto final aumentando o valor nutritivo por meio da

sintese de vitaminas, aminoacidos essenciais e proteinas, podem contribuir na seguranca
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microbioldgica devido a producio de compostos antimicrobianos (MOZZI1, 2016; CORTES-
RODRIGUEZ et al., 2018).

O desenvolvimento de estudos visando a producdo de alimentos probidticos tem sido
cada vez maior, devido a conscientizacdo dos consumidores por um estilo de vida mais
saudavel. Na industria de alimentos, as bactérias lacticas sdo aplicadas na producao de leites
fermentados, iogurtes, queijo e também no processamento de carnes, bebidas alcoolicas e
vegetais (BRUNO, 2011).

Os produtos lacteos detém a maior parte do mercado funcional de alimentos devido a
possibilidade de adicdo de bactérias lacticas com potencial probi6tico, entre os quais o iogurte
tem sido muito popular e consumido no mundo (ABDEL-HAMID et al., 2020; KENNAS et
al., 2020). As bactérias do género Lactobacillus sdo comumente utilizadas como probioticos
em iogurtes, principalmente devido a sua capacidade de crescer no leite, ser considerada
segura e ter efeitos potenciais a saude do consumidor (MOINEAU-JEAN et al., 2019).

Estratégias para manter a viabilidade das bactérias probiGticas no iogurte € um
importante ponto a ser abordado (MOUSAVI et al., 2019). A adicdo de diferentes produtos,
incluindo fibra de frutas, casca de maracuja em po, preparacGes de frutas, farelo de arroz e
linhaca no iogurte podem influenciar a viabilidade dos probidticos e as propriedades fisico-
quimicas, texturais e sensoriais do iogurte (DEMIRCI et al., 2017; ZHANG et al., 2018;
MOUSAVI et al., 2019) e também aumentar as atividades biologicas desse alimento (COSTA
etal., 2019; ABDEL-HAMID et al., 2020; KENNAS et al., 2020).

5. Bactérias lacticas relacionadas as abelhas e seus produtos (mel e pélen)

As abelhas sdo animais importantes na manutencdo da biodiversidade por meio da
polinizacdo das plantas (EIMANIFAR et al., 2018). Estes insetos dependem de pélen e néctar
como recurso para a sua alimentacdo (RUEDENAUER et al., 2020). S&o os principais agentes
polinizadores, apresentando uma relacdo de dependéncia reciproca, ou seja, a abelha encontra
nas flores o néctar e o pdlen necessarios a sua sobrevivéncia, enquanto que uma parte do
polen aderido ao seu corpo € transportada e, em contato com outra flor, promove a fecundagéo
(FATTORINI; GLOVER, 2020). Essa relacdo tem garantido aos vegetais 0 sucesso na
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polinizacdo cruzada, viabilizando sua variabilidade genética e a producdo de bons frutos
(KUMAR; SINGH; SINGH, 2020).

Dentre as abelhas, as espécies sociais sdo bem conhecidas devido a exploracdo para
obtencdo de seus produtos e como principal agente polinizador (SILVA; PAZ, 2012). As
abelhas produzem mel, polen, geléia real, propolis, entre outros. No entanto, os valores
resultantes do processo de polinizagcdo, em virtude do aumento da produtividade das culturas
agricolas contribuem monetariamente com bilhGes de renminbi por ano (DONG et al., 2020;
KHAN et al., 2020). Apesar disso, a sobrevivéncia das abelhas tem sido ameacada, devido as
mudancas climaticas, uso de pesticidas, antibioticos e infeccdo por patdgenos e parasitos,
entre eles Paenibacillus larvae, Ascosphaera apis, Nosema apis e Varroa destructor
(DAISLEY et al., 2020; KHAN et al., 2020).

Dentre os produtos das abelhas sociais, 0 mel tem sido o de maior interesse comercial
(GOIS et al., 2013). E conhecido mundialmente devido seu sabor, aroma, qualidade
nutricional (FERREIRA et al., 2009) e por ser considerado um produto terapéutico e benéfico
a salude (NEVES et al., 2015), com a¢es terapéuticas como propriedades antimicrobiana,
antioxidante, calmante, regenerativa de tecidos, prebidticas e protetor de doengas
gastrointestinais (SILVA et al., 2006).

O mel é um alimento complexo natural constituido principalmente por frutose 38%,
glicose 31% e &agua 20%. Apresenta varios compostos em menores quantidades, como
polissacarideos, &cidos organicos, lipidios, vitaminas, minerais, aminoacidos, proteinas,
enzimas e compostos fenolicos (NUTTER et al., 2016; HE et al., 2020). A composicao e as
propriedades do mel variam principalmente de acordo com a fonte floral, além de fatores
como: condicbes climaticas, estagio de maturacdo, espécie de abelha, processamento e
armazenamento. A microbiota do mel também pode variar e pode ser introduzida pelas
préprias abelhas ou de forma indesejada por falta de higiene durante a manipulacao, extracao
e beneficiamento do produto (NEVES et al., 2015).

A composic¢éo do aglcar e as porcentagens de umidade séo consideradas parametros de
amadurecimento do mel. Em virtude da baixa atividade de agua, baixo pH e presenca de
peroxido de hidrogénio (H202), o mel “maduro” (mel operculado) ndo oferece condigdes
favoraveis para o crescimento de micro-organismos (NUTTER et al.,, 2016; PASCUAL-
MATE et al., 2018). No entanto, bactérias lacticas foram isoladas em grande quantidade no

mel “verde” (mel desoperculado) de abelhas meliferas (Apini), mel que normalmente
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apresenta um alto teor de agua (OLOFSSON et al., 2011; VASQUEZ et al., 2012;
OLOFSSON et al., 2014).

Em outra pesquisa foi descoberta uma microbiota bacteriana na vesicula melifera das
abelhas (OLOFSSON; VASQUEZ, 2008), composta por 40 espécies de bactérias lacticas
(OLOFSSON et al., 2014). As bactérias lacticas estiveram presentes e ativas no mel “verde”
de Apis mellifera e também no mel de algumas espécies de abelhas sociais sem ferrdo
(Meliponini) (OLOFSSON et al., 2011; VASQUEZ et al., 2012).

O mel exibe efeito prebidtico em virtude da presencga de fruto-oligossacarideo (FOS)
(MOHANTY et al., 2018; DE MELO et al., 2020), que promove o crescimento seletivo de
bactérias benéficas no célon, incluindo as culturas probioticas do género Lactobacillus e
Bifidobacterium (GIBSON et al., 2017; IRAPORDA et al., 2019).

O efeito prebiotico in vitro também foi constatado em méis de abelhas sociais sem
ferrdo. Diferentes tipos de méis produzidos por diversas espécies do género Melipona,
apresentaram potencial prebidtica sobre as culturas probidticas L. acidophilus LA-05 e
Bifidobacterium lactis BB-12 (DE MELO et al., 2020).

O mel pode melhorar as caracteristicas nutricionais, fisico-quimicas e sensoriais dos
alimentos (FARIAS et al.,, 2019). A preferéncia dos consumidores por alimentos mais
saudaveis tem levado a industria a buscar op¢des mais naturais (COSTA et al., 2019). Nesse
sentido, o mel, é considerado um adocante adequado para a fabricacdo de produtos lacteos
fermentados, como o iogurte, uma vez que, pode mascarar seu sabor acido, além de ndo ter
acao sobre as bactérias iniciantes (KENNAS et al., 2020).

O uso do mel na fabricacdo de produtos lacteos pode aumentar a atividade e viabilidade
de muitas cepas de bactérias lacticas probiéticas. No geral, a suplementacdo com mel oferece
uma opgdo promissora para desenvolver novos produtos funcionais, ricos em compostos
promotores de saude e, portanto, preferidos pelos consumidores. Além disso, quando
utilizados em conjunto probidticos e prebidticos tém uma eficacia maior no trato
gastrointestinal do que quando utilizado isoladamente (MOHANTY et al., 2018).

Diferente dos probidticos, os prebioticos sdo carboidratos ndo digeriveis que podem ser
usados como fonte principal de energia pela microbiota intestinal, responsavel por manter a
boa salde no organismo. Os prebidticos desempenham um papel imprescindivel na
modulacdo da expressdo de genes e tém um alto impacto no metabolismo humano
(KHANGWAL; PRATYOOSH, 2019).
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Outro produto da colmeia importante é o polen, coletado pelas abelhas que tem grande
relevancia, pois as abelhas dependem dele para o suprimento de proteinas, sais minerais e
produtos bioldgicos utilizados na sua alimentacdo (MARCHINI; REIS; MORETI, 2006).
Além do mais, o pélen tem sido utilizado como suplemento na dieta humana por ser nutritivo
e pelo beneficio atribuido ao seu consumo como estimulante e gerador de bem-estar e vigor
fisico, atividade antibacteriana, imunomodulatéria, anticariogénica e antioxidante (MODRO
et al.,, 2007; MENEZES et al., 2010). A composi¢do do polen varia com a espécie vegetal,
idade da planta, condicdo nutricional da planta e condigbes ambientais durante o seu
desenvolvimento (MELO et al., 2009).

Os micro-organismos presentes no pélen colonizam o intestino das abelhas e criam uma
microbiota permanente em seu trato intestinal (GLINSKI; JAROSZ, 1988). Além disso, a
interacdo entre as abelhas campeiras e as recém-emergidas influencia na formacdo da
microbiota intestinal desses insetos (MARTINSON; MOY; MORAN, 2012). Dentre o0s
micro-organismos presentes no trato gastrointestinal das abelhas, a bactéria lactica do género
Lactobacillus tem sido comumente isolada (OLOFSSON; VASQUEZ, 2008; TAJABADI et
al, 2011).

O trato gastrointestinal da abelha é um tubo continuo que se inicia na boca e termina no
anus. O intestino anterior (estomodeu) e o posterior (proctodeu) sdo de natureza ectodérmica e
suas células liberam cuticula, enquanto as células do intestino médio (meséntero) secretam
uma fina membrana peritrofica. Na abelha adulta a membrana peritréfica realiza atividades
enzimaticas, e também estd envolvida na defesa contra substancias quimicas prejudiciais
encontradas nos alimentos e na protecdo contra patdgenos. Nas larvas das abelhas, essa
membrana ainda ndo esta totalmente formada, o que facilita a entrada de patégenos como P.
larvae (KHAN et al., 2020).

O intestino das abelhas contém uma diversidade de espécies de micro-organismos, mas
que dependem significativamente dos diferentes estagios de desenvolvimento das abelhas,
localizagdo no intestino, espécie da abelha, clima e localizagdo geografica. (DONG et al.,
2020). Em seu trabalho de revisdo, Khan et al. (2020) mostraram resumidamente as
comunidades microbianas que estdo associadas ao intestino de larvas e/ou abelhas adultas. As
bactérias lacticas encontradas nas abelhas, produzem proteinas extracelulares (enzimas,
bacteriocinas, lisozimas) implicadas em atividade antimicrobiana, na interacdo do hospedeiro

ou na formagdo de biofilme. Ainda segundo os autores, A. kunkeei é a bactéria lactica
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dominante entre todas as outras microbiotas associadas as abelhas (KHAN et al., 2020). Além
disso, A. kunkeei, também pode ser encontrada no “pdo” da abelha, ou seja, no polen
armazenado no interior da colmeia (ANDERSON et al., 2014).

Segundo Sakandar et al. (2019), A. kunkeei apresentou potencial probiotico significativo
em termos de atividade antipatogénica e tendéncia a sobreviver em condicGes intestinais
simuladas, além do mais, pode ser utilizado na fermentacdo de cereais e consumidos por
humanos com o objetivo de prevenir o risco de sindrome do intestino irritavel.

As medidas para controlar as doencgas nos apiarios incluem tratamento com antibidticos,
melhoramento seletivo para comportamento higiénico, aplicacdo de O&leos essenciais
bioativos, terapia com bacteriéfagos e administracdo de inddis sintéticos para inibir a
germinacdo de P. larvae (DAISLEY et al., 2020).

A bactéria A. kunkeei foi considerada um probidtico promissor para as abelhas por ser
capaz de inibir Melissococcus plutonius, um importante patdgeno para as abelhas (ENDO et
al., 2014). Estudos indicam que a bactéria lactica A. kunkeei isoladas do intestino de A.
mellifera jemenitica da Arabia Saudita foi capaz de diminuir a mortalidade de larvas (estagio
em que o organismo € vulnerdvel) de abelhas infectadas com o patégeno P. larvae. Ainda
segundo os autores, a capacidade em inibir P. larvae, se deve ao fato de que A. kunkeei
produz substancias antimicrobianas como acidos organicos, peroxido de hidrogénio, diacetil,
benzoato e proteinas com funcdes antimicrobianas (bacteriocinas), que protegem o hospedeiro
de patdgenos invasores (AL-GHAMDI et al., 2018).

Em outra pesquisa Lactobacillus e Bifidobacterium isolados do intestino de abelha
foram pulverizados na colmeia, na populacdo de cria e no pélen, induzindo uma promocéo
significativa no mel colhido (ALBERONI et al., 2018).

O uso de Lactobacillus johnsonii CRL1647, isolado do trato intestinal de A. mellifera,
na administracdo em outras col6nias da mesma espécie de abelha, promoveu 0 aumento na
producdo de mel nas colbnias tratadas em comparacdo ao controle, ocorrendo uma reducéo de
Nosema e na incidéncia de Varroa (vetor de patdgenos que causa a reducdo na producéo de
mel e, até mesmo a morte da colénia) (AUDISIO; SABATE; BENITEZ-AHRENDTS, 2015).
Os autores concluiram que a administracdo de lactobacilos a cada 15 dias tornava as colénias
de abelhas mais fortes e resistentes a doencas.

Bactérias lacticas isoladas do intestino de abelhas foram testadas quanto a capacidade

em inibir uma doenca causada pelo micro-organimso P. larvae. Os autores observaram que a
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suplementacédo das colonias contendo cinco culturas de bactérias lacticas, duas pertencentes a
L. plantarum, duas culturas diferentes de A. kunkeei, uma cultura de Lactobacillus sp.,
inibiram o patdgeno reduzindo significativamente o numero de larvas infectadas
(MAHMOUD et al., 2019). Com esses resultados surgem alternativas futuras para o
tratamento de infec¢des nas abelhas utilizando bactérias lacticas.

O desenvolvimento econdémico no setor apicola/meliponicola depende em grande parte
do estado de satde das colbnias de abelhas. Dessa forma, alteracdo na microbiota intestinal
desse organismo influencia o seu metabolismo, ficando suscetivel a patdgenos oportunistas,
reduzindo seu condicionamento fisico e a taxa de sobrevivéncia das abelhas (KHAN et al.,
2020).

Nesse sentido, a microbiota intestinal das abelhas apresenta um importante papel na
assimilacdo de nutrientes e no seu sistema imunolégico (PATTABHIRAMAIAH; REDDY;
BRUECKNER, 2012). As bactérias lacticas realizam importantes funcdes metabdlicas e
protetoras no trato gastrointestinal das abelhas, sendo essencial na salde e sobrevivéncia
destes insetos (PATTABHIRAMAIAH; REDDY; BRUECKNER, 2012). Além disso, a
alimentacdo artificial suplementada com bactérias lacticas probidticas pode melhorar
notavelmente a resisténcia a doenca aumentando a imunidade do hospedeiro e regulando a
microbiota intestinal (KHAN et al., 2020).

6. Conclusoes

As bactérias lacticas apresentam papel crucial e significativo na vida das abelhas, com
vasto campo para a pesquisa em funcdo da diversidade de espécies de abelhas,
particularmente aquelas sociais. Além de presentes no sistema gastrointestinal, essas bactérias
também sdo encontradas nos principais produtos das colmeias, o mel e o pdlen. Extremamente
valiosas para as abelhas, essas bactérias também tém potencial para uso como probidticos nas
industrias de alimentos, farmacéutica e no agronegocio apicola, o que torna essa tematica

atual, de interesse econdmico e de relevancia para a pesquisa técnico-cientifica.
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ARTIGO 2

POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS LACTICAS ISOLADAS DE Apis
mellifera E SEUS PRODUTOS

1Artigo a ser reajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico Food Microbiology,
em versdo na lingua inglesa.
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Resumo: As bactérias lacticas apresentam grande importancia para a indastria de alimentos
devido a sua aplicacdo como probidticos. Esta pesquisa teve como objetivo isolar e avaliar o
potencial probidtico de bactérias lacticas do trato gastrointestinal, mel e pdlen de Apis
mellifera. As amostras foram obtidas no apiario localizado na Universidade Federal do
Recbncavo da Bahia. Os isolados foram selecionados quanto a coloracdo de Gram e atividade
de catalase. As culturas lacticas foram testadas in vitro quanto a atividade antagdnica contra
0s micro-organismos Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes CERELA,
Staphylococcus aureus ATCC 25932, Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis ATCC

29212, teste de suscetibilidade aos antimicrobianos: ampicilina (10 pg), amoxicilina (10 pg),
cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg) e teste
de tolerancia ao pH &cido (2,0; 2,5; 3,0) e aos sais biliares (0,05%; 0,1% e 0,5%). As bactérias
lacticas que apresentaram potencial probio6tico foram identificadas por analise molecular. Um
total de 39 bactérias isoladas apresentaram coloracdo Gram positiva e atividade catalase
negativa. Desse total, 69,23% apresentaram inibicdo sobre Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, 61,53% sobre Enterococcus faecalis, 51,28% sobre Salmonella Enteritidis, e 53,84%
sobre Listeria monocytogenes. A resisténcia antimicrobiana foi observada para a vancomicina
(33%) e gentamicina (30%). Cinco bactérias lacticas apresentaram crescimento em pH 3,0 e
quatro em diferentes concentragdes de sais biliares (0,05%, 0,1%, 0,5%). Todas as potenciais

bactérias lacticas isoladas foram identificadas como Apilactobacillus kunkeei. Os resultados



51

mostraram o isolamento de bactérias lacticas potencialmente probidticas com capacidade para

aplicacdo na producéo e desenvolvimento de novos produtos funcionais.

Palavras-chave: biotecnologia apicola, trato gastrointestinal, mel, pélen.

Probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from Apis mellifera and its products

Abstract: Lactic acid bacteria are of great importance to the food industry due to their
application as probiotics. This research aimed to isolate and evaluate the probiotic potential of
lactic acid bacteria from the gastrointestinal tract, honey and Apis mellifera pollen. The
samples were obtained from the apiary located at the Federal University of Recdncavo da
Bahia. Isolates were selected for Gram stain and catalase activity. Lactic cultures were tested
in vitro for antagonistic activity against the microorganisms Escherichia coli ATCC 25922,
Listeria monocytogenes CERELA, Staphylococcus aureus ATCC 25932, Salmonella
Enteritidis and Enterococcus faecalis ATCC 29212, antimicrobial susceptibility test:
ampicillin (10 pg), amoxicillin (10 pg), chloramphenicol (30 pg), gentamicin (10 pg),
tetracycline (30 ug) and vancomycin (30 pg) and acid pH tolerance test (2.0; 2.5; 3.0) and to
bile salts (0.05%; 0.1% and 0.5%). Lactic acid bacteria that showed probiotic potential were
identified by molecular analysis. A total of 39 isolated bacteria showed Gram positive
staining and negative catalase activity. Of this total, 69.23% showed inhibition of Escherichia
coli and Staphylococcus aureus, 61.53% of Enterococcus faecalis, 51.28% of Salmonella
Enteritidis, and 53.84% of Listeria monocytogenes. Antimicrobial resistance was observed for
vancomycin (33%) and gentamicin (30%). Five lactic acid bacteria grew at pH 3.0 and four at
different bile salt concentrations (0.05%, 0.1%, 0.5%). All potential lactic acid bacteria
isolated were identified as Apilactobacillus kunkeei. The results showed the isolation of
potentially probiotic lactic acid bacteria capable of being applied in the production and

development of new functional products.

Keywords: beekeeping biotechnology, gastrointestinal tract, honey, pollen.
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1. INTRODUCAO

Probiodticos sdo definidos como "micro-organismos vivos que administrados em
quantidades adequadas conferem beneficio a salde do hospedeiro™ (Fao/Who, 2001). Dentre
0S micro-organismos mais utilizados em alimentos probioticos, as bactérias lacticas (BAL) do
género Lactobacillus se destacam, por serem reconhecidas como seguras para 0 consumo
humano (Chen et al.,, 2017). Alguns géneros como Lactococcus, Enterococcus,
Saccharomyces e Propionibacterium, e fungos filamentosos, como Aspergillus oryzae
também tem sido utilizado como probiéticos (Vinderola e Reinheimer, 2003; Rivera-Espinoza
e Gallardo-Navarro, 2010).

No geral, para avaliar sua seguranca e eficacia as cepas probioticas devem ser
selecionadas com base na sobrevivéncia durante a passagem pelo trato gastrointestinal,
atividade antimicrobiana, propriedades benéficas a salde, como atividade contra possiveis
patdgenos, além da viabilidade durante as operacdes de armazenamento (Fontana et al., 2013;
Casarotti et al., 2014; Fazilah et al., 2018). A identificacdo de uma bactéria candidata a
probidtico também deve ser um critério de selecdo indispensavel (Yavuzdurmaz e Harsa,
2007; Barbosa et al., 2011).

As bactérias lacticas contém propriedades atrativas para a industria alimenticia e da
salde (Audisio et al., 2011), demonstrando eficacia na conservacgdo de alimentos e no controle
de patogenos devido a producdo de metabdlitos com propriedades antimicrobianas (Deegan et
al., 2006; Fontana et al., 2013). Na criacdo de abelhas, a alimentagéo artificial suplementada
com bactérias lacticas probidticas pode melhorar notavelmente a resisténcia a doenca
aumentando a imunidade do hospedeiro e regular a microbiota intestinal desses insetos (Khan
et al., 2020).

Bactérias lacticas isoladas do mel “verde”, mel que ainda ndo foi operculado, de Apis
mellifera apresentaram forte atividade antimicrobiana contra patdégenos graves
multirresistentes de feridas cronicas em humanos (Olofsson et al., 2014). A bactéria
Apilactobacillus kunkeei € dominante entre todas as outras microbiotas associadas as abelhas
(Khan et al., 2020), essa bactéria produz substancias antimicrobianas como acidos orgénicos,
peroxido de hidrogénio, diacetil, benzoato e proteinas com fungBes antimicrobianas
(bacteriocinas), que protegem o hospedeiro de patdgenos invasores (Al-Ghamdi et al., 2018).

Essas descobertas potencializam novos estudos sobre as BAL nas abelhas e seus

produtos, uma vez que ha consideravel diversidade de micro-organismos associados as
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espéecies de abelhas e que esses micro-organismos podem variar em fungdo da regido
geogréfica, fatores ambientais, floracdo e quantidade de néctar (Tajabadi et al., 2011;
Tajabadi et al., 2013).

Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi isolar e avaliar o potencial probiotico de

bactérias lacticas do trato gastrointestinal, mel e polen de A. mellifera.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e preparo das amostras

Amostras de mel “verde”, pélen e o trato gastrointestinal da A. mellifera foram
coletadas no apiario experimental do Grupo de Pesquisa INSECTA (Nucleo de Estudos dos
Insetos) da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), Cruz das Almas, Bahia
(Latitude: 12° 40°12” S; Longitude: 39° 06° 07 W; Altitude: 230 m), no periodo de agosto a
outubro de 2018. As amostras foram acondicionadas em recipientes estéreis (100 mL) e
transportadas para o Laboratério de Microbiologia do INSECTA na UFRB, onde foram
desenvolvidos os experimentos.

As amostras foram coletadas de quatro colmeias diferentes, totalizando 12 amostras.
Quatro amostras correspondiam ao mel “verde” (10 mL para cada amostra), quatro de pélen
(10 g para cada amostra) e quatro do trato gastrointestinal (cinco intestinos por amostra),
todas as amostras foram processadas separadamente, analisadas e manipuladas de forma

asséptica para evitar contaminacao.

2.2. Isolamento de bactérias lacticas

As abelhas foram inicialmente desinfetadas externamente com solucdo etanol 70%
(v/v), seguido de trés lavagens com agua destilada e entdo dissecadas com auxilio de pinca
previamente esterilizada. Foram utilizados cinco tratos gastrointestinal para cada amostra, que
apos retirados foram macerados e acondicionados em tubo Eppendorf para dar inicio ao
processo de diluicédo seriada (Audisio et al., 2011; Pattabhiramaiah et al., 2012).

Para o isolamento das bactérias lacticas no pdlen e do mel “verde”, retirou-se 10 g de
cada amostra separadamente, onde foram homogeneizadas em 100 mL de &gua peptonada

(0,1%) e diluidas sucessivamente (até 10°) utilizando o mesmo diluente. Em seguida, as
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amostras foram plaqueadas em dgar MRS (De Man Rogosa e Sharpe - KASVI) acrescido de
0,004% de purpura de bromocresol, 0,5% de carbonato de célcio e incubadas microaerofilia a
37 °C por 48 horas (Rengpipat et al., 2008; Olofsson et al., 2014).

Apdbs incubacdo, colbnias tipicas de bactérias lacticas (com brilho e cor amarela,
indicativo da producdo de acido, devido a mudanca na coloracdo do indicador acido basico
purpura de bromocresol), foram selecionadas e avaliadas quanto a coloragdo de Gram e teste
de catalase pela adi¢do, em laminas de vidro, de uma solugéo a 3% de perdxido de hidrogénio
(H202) sobre o esfregago a partir das col6nias isoladas (Coeuret et al., 2003). As colonias
tipicas selecionadas foram subcultivadas em agar MRS nas mesmas condi¢fes descritas acima
e estriadas para obtencdo de culturas puras. Em seguida, as culturas lacticas foram
preservadas em caldo MRS acrescido de glicerol 20% e incubadas em freezer -20 °C para a
realizacdo da caracterizacao probidtica.

2.3. Caracterizacao probiotica
A cada teste de caracterizacao probidtica foi sendo realizado uma selecdo das bactérias
lacticas com os melhores resultados, assim apenas as melhores prosseguiam nas analises

seguintes.

2.3.1. Andlise da atividade antagonista das bactérias lacticas

A atividade inibitéria das bactérias lacticas foi verificada conforme método descrito por
Ryan et al. (1996). Microgotas de 5 puL de cada cultura lactica foram inoculadas em placas
contendo agar MRS por 24 horas a 37 °C. Apds esse periodo uma sobrecamada de agar BHI
(BRAIN HEART INFUSION- KASVI) (0,7%), contendo separadamente 0s micro-
organismos indicadores (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes CERELA,
Staphylococcus aureus ATCC 25932, Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis ATCC
29212) foi adicionada sob a superficie das placas e incubada novamente por 24 horas a 37 °C.
A atividade antimicrobiana foi observada pela formacdo do halo de inibigdo pelas bactérias
lacticas sobre os micro-organismos indicadores. O espectro de inibicdo foi medido com
auxilio de um paquimetro e definido da seguinte forma: + fraca inibicdo (halos até 4 mm de
didmetro), ++ media inibicdo (halos de 5 a 9 mm de didmetro) e +++ forte inibicdo (halos a
partir de 10 mm de diametro) (Chioda et al., 2007).
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2.3.2. Determinacdo da suscetibilidade das bactérias lacticas a antimicrobianos

A suscetibilidade das bactérias lacticas aos antimicrobianos foi avaliada pela
metodologia de difusdo de discos em agar proposto pelo Instituto de PadrBes Clinicos e
Laboratoriais (CLSI) com algumas modificacdes. Os antimicrobianos testados foram
escolhidos de acordo com a literatura cientifica e com base no uso em terapias humanas:
ampicilina (10 pg), amoxicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg),
tetraciclina (30 ug) e vancomicina (30 pg) (Laborclin®). Para realizacdo dos testes as culturas
lacticas inoculadas em 5 mL de caldo MRS foram padronizadas para uma densidade Optica
(D.0O) 0,08 a 0,10 (108 UFC/mL) a 625 nm. Em seguida foi utilizado um swab de algod&o
estéril na suspensao ajustada, e entdo inoculada em placa com agar MRS para a aplicacdo dos
discos antimicrobianos (CLSI, 2012). Ap6s o periodo de incubagdo, o didmetro do halo de
inibicdo foi medido, com o auxilio de um paquimetro, e o resultado interpretado e comparado
de acordo com a tabela fornecida pelo fabricante dos discos de antimicrobianos, tornando

possivel classificar as bactérias lacticas em resistentes, moderadamente sensivel ou sensivel.

2.3.3. Sobrevivéncia das bactérias lacticas expostas as condigdes de acidez e as
diferentes concentracgdes de sais biliares
As culturas lacticas foram ativadas em 5mL de caldo MRS. Apds incubacéo a 37 °C por
24 horas, as amostras foram centrifugadas e o pellet foi utilizado para os diferentes
tratamentos. Para verificar a resisténcia a acidez, as culturas lacticas (D.O 0,6 a 600 nm)
foram inoculadas, separadamente, em caldo MRS com diferentes valores de pH (7 - controle;
2,0; 2,5; 3,0) ajustados com HCI (0,2 M) e incubadas a 37 °C por 3 horas. Aliquotas de cada
cultura foram coletadas ap6s o periodo de 3 horas, diluidas em solucdo salina (0,85%) e
plaqueadas em agar MRS. A sobrevivéncia dos isolados nessas condic@es foi verificada pelo
crescimento das colbnias apds 24 horas de incubacdo a 37 °C (Erkkila e Petdja, 2000;
Pennacchia et al., 2004).
A verificagdo da viabilidade das culturas lacticas a diferentes concentragcbes de sais
biliares (p/v) seguiu a metodologia anterior utilizando os seguintes tratamentos: 0,0%
(controle); 0,05%; 0,1% e 0,5% (Erkkila e Pet&ja, 2000; Pennacchia et al., 2004).
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2.4. Identificacéo genotipica das bactérias lacticas

2.4.1. Extracdo de DNA

Apdbs o isolamento e caracterizacdo do potencial probiotico, as culturas lacticas que
apresentaram as melhores caracteristicas foram identificadas por meio do sequenciamento do
gene 16S rRNA realizada e analisada pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies
(Floriandpolis - SC, Brazil). Amostras das culturas lacticas probidticas foram devidamente
enviadas de acordo com o protocolo da empresa. Toda a metodologia utilizada para a analise
molecular foi de acordo com o protocolo da empresa Neoprospecta.

A extracdo de DNA das culturas lacticas foi realizada utilizando a técnica de beads
magnéticas, com um protocolo proprietario que estd em segredo industrial (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Brazil). O DNA foi quantificado utilizando o fluorimetro Qubit,
com o kit dsSDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Apos quantificacdo, o
DNA foi diluido a 0,5 ng/uL. e armazenado a -20 °C.

Utilizando bag estéril, uma aliquota de 25 g (ou mL) da amostra foi homogeneizada
com 225 g (ou mL) de diluente e adicionada em meio rico em nutrientes. A incubacéo foi
realizada em estufa bacterioldgica a 35 °C (+/- 1 °C) por 48 horas. Posteriormente, a extracao
de DNA foi realizada utilizando a técnica de beads magnéticas (Neoprospecta Microbiome

Technologies, Brazil).

2.4.2. Sequenciamento das bactérias lacticas

A identificacdo das bactérias lacticas foi realizada utilizando o sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um
protocolo proprietario, que esta em segredo industrial (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Brazil). Foi realizada a amplificacdo com primers para regido V3-V4 do gene
rRNA 16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG, doi: 10.1371/journal.pone.0007401) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT, doi: 10.1038/ismej.2012.8). As bibliotecas foram
sequenciadas utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA) e 0
kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequéncias foram analisadas por
meio de um pipeline proprietario que esta em segredo industrial, intitulado Sentinel

(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brazil).
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Todas as sequéncias de DNA resultantes do sequenciamento passaram, individualmente,
por um filtro de qualidade, utilizando como base o somatorio das probabilidades de erro de
suas bases, permitindo no méaximo 1% de erro acumulado. Posteriormente, foram removidas
as sequéncias de DNA correspondentes aos adaptadores da tecnologia Illumina. As
sequéncias que passaram pelos procedimentos iniciais e que tiveram 100% de identidade
foram agrupadas em filotipos/clusters e foram utilizadas para identificacdo taxondmica, por
comparacdo com banco de dados de sequéncias acuradas de 16S rRNA (Neoprospecta
MicrobiomeTechnologies, Brazil).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As abelhas sdo colonizadas por uma comunidade microbiana rica que sdo transferidas
horizontalmente do ambiente onde vivem. Esses insetos e as bactérias lacticas co-evoluiram
em dependéncia mutua entre si e a maioria dessas bactérias produzem proteinas
extracelulares, que estdo implicadas na atividade antimicrobiana, na interacdo do hospedeiro
ou na formacéo de biofilme. Além disso, as bactérias lacticas na defesa de seu préprio nicho e
de seu hospedeiro desempenham um papel importante na digestdo dos alimentos e imunidade
das abelhas (Khan et al., 2020).

As caracteristicas fenotipicas tradicionais das bactérias lacticas como a morfologia das
coldnias e células, expressam a diversidade desse grupo de bactérias, podendo apresentar
formato de bacilos, de cocos ou coco-bacilos (Settanni e Moschetti, 2010; Mozzi, 2016). No
presente estudo foi observado dois tipos de morfologia celular das culturas lacticas, bacilos e
cocos, sendo isoladas um total de 39 culturas lacticas da A. mellifera (seis do p6len, quatro do
mel “verde” e 29 do trato gastrointestinal).

Em estudos sobre a diversidade e variabilidade da microbiota do trato gastrointestinal
das abelhas sociais geralmente sdo encontradas, especialmente bactérias lacticas no formato
de bacilos como relatado por Hmood et al. (2019). Ainda segundo os autores a analise do
intestino de A. mellifera mostrou que a maioria das culturas lacticas isoladas pertenciam ao
género Lactobacillus, sendo 28,57% identificados como Apilactobacillus kunkeei, 15,71%
para Lactobacillus plantarum e 14,28% para Lactococcus lactis.

O efeito antagdnico das bactérias lacticas sobre 0s micro-organismos indicadores pode

ser explicado pela capacidade que estas bactérias tém em produzir substancias
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antimicrobianas, como metabolitos secundarios, tais como, acidos organicos e bacteriocinas
(Argyri et al., 2013; Sakandar et al., 2019). Outros mecanismos incluem competicdo por
nutrientes e coagregacdo com patdgenos (De Melo Pereira et al., 2018).

Nesse estudo, 69,23% das bactérias lacticas foram capazes de inibir Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, 61,53% Enterococcus faecalis, 51,28% Salmonella Enteritidis e
53,84% Listeria monocytogenes (Tabela 1). Apenas 23,63% das culturas lacticas nao

apresentaram atividade inibitoria sobre nenhum dos micro-organismos indicadores.

Tabela 1. Atividade inibitéria (mm) das bactérias lacticas isoladas do trato gastrointestinal e

dos produtos da colmeia de Apis mellifera sobre micro-organismos indicadores.
MICRO-ORGANISMOS INDICADORES

B&%-I;—E'E!QS EC EF LM SA SE
AM1 (+++) 22 (+++) 24 (+++) 25 (+++) 28 (+++) 29
AM2 0] 0] 0] 0] 0]
AM3 (+++) 25 (+++) 29 (+++) 15 (+++) 21 (+++) 25
AM4 (+++) 23 (+++) 26 (+++) 30 ) (++) 6
AP1 (+++) 16 ) (+++) 32 (+++) 33 (+++) 37
AP 0 (+++) 25 o) (+++) 25 (+++) 28
AP3 (+++) 18 (+++) 25 ) (+++) 26 (+++) 21
AP4 (+++) 28 (+++) 19 (+++) 22 (+++) 31 (+++) 22
AP5 (+++) 30 (+++) 22 (+++) 17 (+++) 18 (+++) 26
AP6 (+++) 34 (+++) 19 (+++) 33 ) (+++) 25
AlL (+++) 27 (+++) 27 o) o) (+++) 27
Al2 (+++) 28 (+++) 25 o) o) (+++)30
Al3 Q] ©) ©) ) )
Al4 () ©) ©) ©) ©
Al5 (+++) 35 (+++) 30 (+++) 30 (+++) 31 (+++) 39
Al6 (+++) 30 (+++) 27 (+++) 25 (+++) 36 (+++) 27
Al7 (+++) 53 (+++) 31 (+++) 69 (+++) 64 (+++) 23
Alg () ©) ©) ©) (+++) 32
Al9 () ©) ©) ©) (+++) 23
Al10 (+++) 33 (+++) 13 (+++) 19 (+++) 29 (+++) 25
AlLL 0 ©) ©) ©) ©)
All12 (+++) 36 (+++) 17 “) (+++) 30 (+++) 11

All13 (+++) 43 (+++) 16 (+++) 34 (+++) 32 (+++) 26
All4 () G G G G
Al15 () ©) G ©) G
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AlL6 o) ©) ©) ©) ©)
All7 (+++) 40 (+++) 22 (+++) 29 (+++) 30 (+++) 30
AL o) ©) ©) ©) ©)
Al19 (+++) 45 (+++) 27 (+++) 27 (+++) 34 (+++) 22
AI20 (+++) 15 ©) ©) ©) ©)
Al21 (+++) 28 ©) ©) ©) ©)
A2 0 ©) ©) ©) ©)
Al23 (+++) 30 (+++) 25 (+++) 34 “) (+++) 26
Al24 (+++) 46 (+++) 27 (+++) 28 (+++) 34 (+++) 24
Al25 (+++) 40 (+++) 22 (+++) 31 (+++) 31 (+++) 27
Al26 (+++) 39 (+++) 20 (+++) 30 “) (+++) 13
Al27 (+4)7 o) (+++) 28 (+++) 21 o)
Al28 (+++) 46 (+++) 28 (+++) 32 (++) 8 (+++) 27
Al29 (+++) 38 (+++) 27 (+++) 29 (+++) 41 (+++) 21

EC: Escherichia coli ATCC 25922; EF: Enterococcus faecalis ATCC 29212; LM: Listeria monocytogenes CERELA,; SA: Staphylococcus aureus ATCC 43300;
SE: Salmonella Enteritidis

A: Apis mellifera; I: trato gastrointestinal; M: mel desoperculado; P: pélen

Padrédo para medida de diametro dos halos de inibicéo: - negativo (ndo houve inibigdo); + fraca inibicéo (até 4 mm de didmetro); ++ média inibi¢do (de 5a 9 mm
de didmetro); +++ forte inibicdo (a partir de 10 mm de didmetro).

De acordo com a Tabela 1, verifica-se que as bactérias lacticas apresentaram capacidade
de inibir importantes patégenos e por isso foram selecionadas como possiveis candidatas a
probidticos. Das 39 culturas lacticas, 14 apresentaram forte atividade inibitéria (halos maiores
que 10 mm de diametro) contra todos os micro-organismos indicadores. Verificou-se que para
alguns micro-organismos indicadores a inibicdo das bactérias lacticas foi maior que para
outros micro-organismos indicadores.

Resultados semelhantes quanto a acdo antagdnica em diferentes géneros de bactérias
também tem sido relatada. Audisio et al. (2011) observaram que as bactérias lacticas isoladas
do intestino de A. mellifera inibiram diferentes patégenos humanos de origem alimentar (L.
monocytogenes, E. coli 0157: H7, S. aureus 29213 ATCC) e larvas de Paenibacillus larvae
gue causam doencas em crias das abelhas. A inibicdo sobre esses patdgenos ocorreu devido a
producdo de &cido lactico e bacteriocinas. Esses dados correlacionam com a presente
pesquisa, demonstrando que as bactérias lacticas sdo promissoras para uso como probidticos.

Endo e Salminen (2013), ao isolarem de larvas de abelha, polen e mel verde de A.
mellifera, bactérias lacticas frutofilicas (FLAB), relataram que Apilactobacillus kunkeei FF30-

6 apresentou forte atividade inibit6ria contra Melissococcus plutonius, um patdégeno que causa
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a morte nas larvas das abelhas. Segundo esses autores, a atividade antagonista pode estar
relacionada ao efeito sinérgico de &cidos e peptideos antimicrobianos. As larvas de abelhas
infectadas por P. larvae e alimentadas com A. kunkeei intestinais, isoladas de A. mellifera
jemenitica reduziu a mortalidade, confirmando que a bactéria A. kunkeei, atuou estimulando o
sistema imunoldgico das larvas, promovendo uma resposta mais eficiente contra a infecgédo
pelo patdgeno (Al-Ghamdi et al., 2018).

A capacidade em inibir micro-organismos patogénicos, demonstra o potencial
antimicrobiano das bactérias l4cticas isoladas e sua possivel aplicagdo em apiarios,
possibilitando o fortalecimento das colmeias tendo em vista a situacdo do colapso das
coldnias de abelhas em todo o mundo.

Das 39 culturas isoladas inicialmente, 30 apresentaram atividade inibitéria sobre os
micro-organismos e por isso foram submetidas ao teste de suscetibilidade antimicrobiana
(Tabela 2).

Tabela 2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das bactérias lacticas isoladas do trato
gastrointestinal e dos produtos da colmeia de Apis mellifera.

ANTIMICROBIANOS

ISOLADOS GEN AMP TET AMO VAN CLO
AM1 S S S S M S
AM3 R S S S M S
AM4 R S S S R S
AP1 M S S S R S
AP2 S S S S S S
AP3 M S S S M S
AP4 S S S S S S
AP5 M S S S M S
APG6 S S S S M S
All S S S S S S
Al2 R S S S R S
Al5 R S S S S S
Al6 R S S S M S
Al7 R S S S M S
Al8 R S S S M S
Al9 S S S S R S
Al10 S S M S S S
Al12 S S S S R S
Al13 S S S S M S
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All7 M S S S M S
Al19 M S S S M S
Al20 M S M S R S
Al21 R S S S R S
Al23 S S S S R S
Al24 S S S S S S
Al25 M S S S R S
Al26 R S S S R S
Al27 S S S S S S
Al28 S S S S S S
Al29 M S S S S S

A: Apis mellifera; I: trato gastointestinal; M: mel desoperculado; P: pdlen
AMP: ampicilina (10 pg); AMOX: amoxicilina (10 pg); CLO: cloranfenicol (30 pg); GEN: gentamicina (10 pg); TET: tetraciclina (30 pg); VAN: vancomicina

(30 ng)
R: resistente; M: intermediéario; S: sensivel.

Foi observado maior percentual de resisténcia aos antimicrobianos, vancomicina (33%)
e gentamicina (30%). Todas as cepas foram sensiveis aos antimicrobianos, ampicilina,
amoxicilina e cloranfenicol.

As bactérias lacticas que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos ndo devem ser
utilizadas como probidticos em alimentos. Uma vez que, para garantir a selecdo segura de
uma cultura probiotica, deve ser levado em consideracdo seu perfil de resisténcia aos
antimicrobianos. Isso porque genes de resisténcia podem ser transferidos para outros micro-
organismos inclusive patogénicos (De Melo Pereira et al.,, 2018). Além disso, 0 uso
descontrolado de antimicrobianos tem resultado na emergéncia de cepas multirresistentes (Al-
Waili et al., 2013), sendo atualmente considerado um problema de saude publica
(Organizacdo Mundial de Saude, 2012).

As bactérias lacticas selecionadas demonstraram um perfil antimicrobiano seguro, tendo
em vista seu uso como probiotico. Isso porque estas bactérias foram sensiveis a todos 0s seis
antimicrobianos envolvidos no teste, sendo que era necessario que fossem sensiveis a apenas
dois destes.

Os antimicrobianos tém sido proibidos na alimentagdo animal em muitos paises, por
isso cada vez mais substancias naturais estdo sendo exploradas para melhorar a satde animal.
O uso de bactérias benéficas € uma ferramenta muito importante contra patdgenos e é
comumente implementado na agricultura, aquicultura e na assisténcia a saude humana e

animal (Al-Ghamdi et al., 2018). Nesse sentido, o isolamento de novas bactérias lacticas,
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capazes de produzir compostos antimicrobianos ainda ndo caracterizados, tem grande
relevancia, pois pode ser uma alternativa contra doengas infecciosas, especialmente com as
limitagGes do uso de antimicrobianos em virtude da multirresisténcia bacteriana (Tajabadi et
al., 2011; Olofsson et al., 2014).

Das 30 bactérias lacticas submetidas ao teste de suscetibilidade antimicrobiana, seis
apresentaram sensibilidade a todos os antimicrobianos testados, e por isso foram selecionadas
para os testes de toleréncia a acidez e a diferentes concentragdes de sais biliares.

Avaliando os resultados obtidos nos testes de sobrevivéncia a acidez, cinco isolados
(83%) apresentaram crescimento apds exposicdo em pH 3,0 (Tabela 3). Ndo houve
crescimento das bactérias lacticas em pH 2 e 2,5. Enquanto 80% das bactérias lacticas

cresceram apos 3 horas de exposicao a 0,05% 0,1% 0,5% de sais biliares (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliagdo do crescimento das bactérias lacticas isoladas do trato gastrointestinal e

dos produtos da colmeia de Apis mellifera em pH 3 e diferentes concentracdes de sais biliares.
Tolerancia aos sais biliares

Bactéria lactica Tolerancia ao pH 3 0.05% 0.1% 0.5%
AP2 + + + -
AP4 + + + +
All + + + +
Al24 + + + +
Al27 - Né&o submetida Né&o submetida N&o submetida
Al28 + + + +

A: Apis mellifera; I: intestino; P: pdlen; Nenhum crescimento (-); crescimento (+); Nao submetida: bactérias descartadas dos testes de sais biliares, pois nao
tiveram resultado satisfatério no teste de pH.

Resultados semelhantes foram encontrados por Sakandar et al. (2019), ao observarem a
sobrevivéncia de bactérias lacticas em pH 3. Em outra pesquisa, as bactérias lacticas nao
apresentaram crescimento em pH 2, com baixo crescimento em pH 3, embora tenham
apresentado crescimento maximo em pH 4 e 5 (Tallapragada et al., 2018). Segundo
Lertworapreecha et al. (2011), a capacidade das bactérias lacticas em sobreviver a baixas
condicdes de pH esta relacionada com a presenca da enzima ATPase em algumas espécies de

bactérias.
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A tolerancia as concentracdes de sais biliares também é outro fator importante para que
as bactérias lacticas probiéticas exercam efeito benéfico no intestino do individuo. A
atividade da enzima BSH (hidrolases de sais biliares, capaz de converter os sais biliares
conjugados em sais biliares desconjugados) pode estar relacionada a sobrevivéncia de
algumas bactérias lacticas a presenca de sais biliares (Lertworapreecha et al., 2011; Argyri et
al. 2013).

Nesta pesquisa as bactérias lacticas isoladas foram viaveis em pH 3 e as diferentes
concentragOes de sais biliares apos 3 horas de exposi¢do, demonstrando que estas bactérias
podem suportar as condic¢des do trato gastrointestinal do individuo, critério essencial para que
0 probiotico exerca seu efeito benéfico.

Entre as cinco culturas de bactérias lacticas, duas isoladas do pdlen e trés do trato
gastrointestinal de A. mellifera, que apresentaram potencial probiético foram identificadas
genotipicamente, por analise das sequéncias do RNA ribossomal 16S, como Apilactobacillus
kunkeei.

As bactérias pertencentes a essa espécie foram recentemente descritas e sdo isoladas,
principalmente, de fontes ricas em frutose, incluindo flores, frutas, produtos fermentados a
base de flores e frutas, alimentos com alto teor de frutose e no intestino das abelhas (Sakandar
et al., 2019). Em estudos sobre a diversidade e variabilidade de espécies bacterianas no pélen
e intestino das abelhas A. mellifera, observou-se que A. kunkeei é dominante entre todas as
outras microbiotas associadas as abelhas (Hmood et al., 2019; Khan et al., 2020).

O efeito antimicrobiano de A. kunkeei foi citado em algumas pesquisas, demonstrando
gue essa bactéria tem um grande potencial antimicrobiano, produzindo um amplo espectro de
metabdlitos antimicrobianos como as bacteriocinas (Endo e Salminen, 2013; Al-Ghamdi et
al., 2018). Salman e Saleh (2019) observaram que A. kunkeei pode ser utilizada no tratamento
de feridas infeccionadas pelos patdgenos Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
na pele de coelho.

Apilactobacillus kunkeei apresentaram bom papel protetor contra o efeito histologico da
ocratoxina A, conseguindo degradar essa micotoxina (Hmood et al., 2019). Sakandar et al.
(2019), observaram que A. kunkeei apresentou potencial probiotico em relacdo a atividade
antipatogénica e sobrevivéncia a condi¢des intestinais simuladas. Ainda segundo os autores as
linhagens de A. kunkeei tem potencial para ser usadas na fermentacao de cereais e prevenir o

risco da sindrome do intestino irritavel em humanos.
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Além disso, a alimentacdo das colmeias de abelhas contendo essa espécie de
lactobacilos pode ser eficaz na reducdo de perdas de colmeias relacionadas a patdgenos
enzootico (Daisley et al., 2020).

O potencial antimicrobiano, as propriedades fisioldgicas e os beneficios relatados na
literatura cientifica elegem a bactéria lactica A. kunkeei um potencial probidtico para
aplicacdo em diversos setores na industria. As culturas lacticas isoladas na presente pesquisa,
sdoachados importantes ndo apenas para a ciéncia, mas para a sociedade em geral tendo em
vista as vantagens inéditas que podem advir das cepas de A. kunkeei com caracteristicas

Unicas da regido do Recéncavo da Bahia.

4. CONCLUSAO

As bacteérias lacticas probioticas isoladas do trato gastrointestinal, do mel e do polen da
Apis mellifera, foram identificadas como Apilactobacillus kunkeei sendo promissoras para
aplicacdo como potencial probidtico. As cepas demonstraram sensibilidade aos
antimicrobianos comumente usados na terapia humana, capacidade em sobreviver em pH
acido e a diferentes concentracdes de sais biliares. Além disso, o forte efeito inibitdrio do A.
kunkeei sobre importantes patdgenos, demonstra que essa bactéria lactica produz metabdlitos
antimicrobianos que podem ser fontes potenciais de novos compostos antimicrobianos.

Este & o primeiro relato no Brasil de bactérias lacticas probidticas isoladas do trato
gastrointestinal e pdlen de A. mellifera da regido do Recéncavo da Bahia. Testes adicionais
sd0 necessarios para avaliar a seguranca bem como a identificacdo dos metabolitos

antimicrobianos produzidos pelas cepas de A. kunkeei isoladas nesse estudo.
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ARTIGO 3

AVALIACAO DO POTENCIAL PROBIOTICO DE BACTERIAS LACTICAS
ISOLADAS DO TRATO GASTROINTESTINAL, MEL E POLEN DE Melipona
scutellaris L.

1Artigo a ser reajustado para posterior submissdo ao Comité Editorial do periddico cientifico Journal of
Apicultural Research, em versdo na lingua inglesa.



70
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RESUMO: O objetivo dessa pesquisa foi isolar, caracterizar e identificar bactérias lacticas do
trato gastrointestinal, mel e pdlen de abelhas Melipona scutellaris, com énfase nas
propriedades probidticas. As amostras foram obtidas no meliponario localizado na
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia. Os isolados foram selecionados quanto a
coloracdo de Gram e atividade de catalase. As culturas lacticas foram testadas in vitro quanto
a capacidade em inibir Enterococcus faecalis ATCC 29212, Salmonella Enteritidis, Listeria
monocytogenes CERELA, Staphylococcus aureus ATCC 43300 e Escherichia coli ATCC
25922, suscetibilidade a antimicrobianos, toleréncia a acidez e a presenca de sais biliares. Ao
final as culturas potencialmente probitticas foram identificadas geneticamente por meio do
sequenciamento do 16S rDNA. Um total de 16 micro-organismos apresentaram coloragéo
Gram positiva e atividade de catalase negativa. Quanto a acdo antagonica, 56,25% das
bactérias lacticas inibiram a presenca de E. coli e Salmonella Enteritidis, 62,5% L.
monocytogenes e 75% S. aureus e E. faecalis. Todos os isolados foram sensiveis aos
antimicrobianos: ampicilina, amoxicilina e cloranfenicol, no entanto 58,33% foram resistentes
a vancomicina. Trés bactérias lacticas apresentaram crescimento em pH 3,0, e também foi
observado crescimento nas concentracbes de 0,05%, 0,1% e 0,5% de sais biliares. As
bactérias lacticas com potencial probiotico foram identificadas como Enterococcus faecium.
Esses resultados demonstram isolamento de bactérias lacticas em abelhas da espécie M.
Scutellaris.

Palavras-chave: culturas lacticas, bacterias probioticas, meliponicultura, microbiota

intestinal, Enterococcus.
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Evaluation of the probiotic potential of lactic acid bacteria isolated from the

gastrointestinal tract, honey and pollen of Melipona scutellaris L.

ABSTRACT: The aim of this research was to isolate, characterize and identify lactic acid
bacteria from the gastrointestinal tract, honey and bee pollen Melipona scutellaris, with
emphasis on probiotic properties. The samples were obtained from the meliponary located at
the Federal University of Reconcavo da Bahia. Isolates were selected for Gram stain and
catalase activity. Lactic cultures were tested in vitro for their ability to inhibit Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes CERELA,
Staphylococcus aureus ATCC 43300 and Escherichia coli ATCC 25922, susceptibility to
antimicrobials, tolerance to acidity and the presence of bile salts. In the end, potentially
probiotic cultures were genetically identified through 16S rDNA sequencing. A total of 16
microorganisms showed Gram positive staining and catalase negative activity. As for the
antagonistic action, 56.25% of lactic acid bacteria inhibited the presence of E. coli and S.
Enteritidis, 62.5% L. monocytogenes and 75% S. aureus and E. faecalis. All isolates were
sensitive to antimicrobials: ampicillin, amoxicillin and chloramphenicol, however 58.33%
were resistant to vancomyecin. Three lactic acid bacteria grew at pH 3.0, and growth was also
observed at concentrations of 0.05%, 0.5% and 0.1% of bile salts. Lactic acid bacteria with
probiotic potential were identified as Enterococcus faecium. These results demonstrate that it

is possible to isolate lactic acid bacteria from bees of the species M. Scutellaris.

Keywords: lactic acid cultures, probiotic bacteria, meliponiculture, intestinal microbiota.
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1. INTRODUCAO

As bactérias probidticas tém sido amplamente estudadas devido ao crescente interesse
no seu uso para producdo de alimentos funcionais (MALLAPPA et al., 2019). Apesar de
existirem muitas cepas probidticas comerciais, a detecgdo de probidticos ainda ndo relatados
pode ser importante para o levantamento de novos questionamentos na prevencao de doencas
existentes e emergentes (PATTABHIRAMAIAH; REDDY; BRUECKNER, 2012). Uma vez
que, novas cepas probioticas podem trazer consigo caracteristicas Gnicas, como a producao de
metabdlitos antimicrobianos que ainda ndo foram relatados e que podem ser extremamente
valiosos no tratamento de doencas e infec¢cbes, especialmente aquelas onde é verificada a
emergéncia de bactérias multirresistentes.

Estudos sobre micro-organismos probidticos e seus efeitos benéficos tem sido
documentado, contra um grande nimero de infec¢Ges intestinais, respiratorias e urogenitais.
Além disso, cada micro-organismo apresenta caracteristicas probidticas préprias, assim como
seus efeitos benéficos (SHOKRYAZDAN et al., 2014). Nesse sentido, pesquisas estdo sendo
continuamente dedicadas a selecéo e caracterizacdo de novas espécies probioticas (LONDON
et al., 2014; DOMINGO-LOPES et al., 2017; SABER et al., 2017; ADESULU-DAHUNSI,
SANNI; JEYARAM, 2018; AGUILAR-TOALA et al., 2018; DE MELO PEREIRA et al.,
2018; KORCZ; KERENYI; VARGA, 2018; SAADAT; KHOSROUSHAHIB; GARGARI,
2019).

Estudos relatam que um grupo especial de micro-organismos tem garantido seu espaco
como potenciais probidticos. O destaque para as bactérias lacticas ndo é a toa, pois sua acao
no organismo hospedeiro tem sido relatada: atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria, anti-
osteopordtica, reducdo do ganho de peso, alivio dos sintomas clinicos da intolerancia a
lactose, reducdo dos niveis séricos de glicose e colesterol total (PETROVA; PETROV 2011,
YU, et al., 2013; EVIVIE, et al., 2017; OAK; JHA, 2018; AMINLARI, 2019; LEE; KIM,
2019; ZOMMITI, et al., 2019).

Os géneros mais utilizados em alimentos probioticos sdo Bifidobacterium e
Lactobacillus (CHEN et al., 2017), bactérias que apresentam o status GRAS (geralmente
reconhecidos como seguros). Apesar disso, 0s g@éneros Lactococcus, Enterococcus,
Saccharomyces e Propionibacterium, e fungos filamentosos, como Aspergillus oryzae
também tém sido utilizados (VINDEROLA; REINHEIMER, 2003; RIVERA-ESPINOZA;
GALLARDO-NAVARRO, 2010).
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O isolamento de novas bactérias lacticas, capazes de produzir compostos
antimicrobianos ainda ndo caracterizados, tem grande relevancia, pois podem ser uma
alternativa contra doencas infecciosas, uma vez que, o uso de antibidticos tem sido limitado
devido ao aumento da resisténcia bacteriana (TAJABADI et al., 2011; OLOFSSON et al.,
2014), que envolve a selecdo de novas linhagens com propriedades funcionais diferentes e
especificas. Geralmente esses micro-organismos probioticos sdo isolados de seres humanos,
no entanto, tém sido consideradas novas fontes de isolamento, como laticinios, frutas, gréos e
residuos (EL-MABROK et al., 2012; SIDDIQEE et al., 2012; ZENDO, 2013; PRADO et al.,
2015; GARCIA-HERNANDEZ et al., 2016; SORNPLANG; PIYADEATSOONTORN, 2016;
FIORDA et al., 2017; PLESSAS et al., 2017). Além desses ambientes, o isolamento de
bactérias lacticas com potencial probidtico tem sido relatado em abelhas e produtos da
colmeia (OLOFSSON et al., 2014; AUDISIO; SABATE; BENITEZ-AHRENDTS, 2015;
HMOOD; HABEEB; AL-MHNNA, 2019).

Alguns critérios devem ser considerados para selecdo de cepas probidticas,
principalmente no que se refere a seguranca e eficacia do micro-organismo. Nesse sentido, a
identificacdo de uma bactéria candidata a probiotico, assim como a sobrevivéncia durante a
passagem pelo trato gastrointestinal, atividade antimicrobiana, propriedades benéficas a
salde, como atividade contra possiveis patdgenos e viabilidade durante as operacdes de
armazenamento devem ser avaliadas (BARBOSA, 2011; FONTANA et al, 2013,
CASAROTTI et al., 2014; FAZILAH et al., 2018).

Dessa forma, o objetivo dessa pesquisa foi isolar, caracterizar e identificar bactérias
lacticas do trato gastrointestinal, mel e polen de abelhas Melipona scutellaris, com énfase nas

propriedades probioticas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e preparo das amostras

As amostras de mel “verde” e o trato gastrointestinal de Melipona scutellaris foram
coletadas no meliponario experimental do Grupo de Pesquisa INSECTA (Nucleo de Estudos
dos Insetos) da Universidade Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB), Cruz das Almas,
Bahia (Latitude: 12° 39°35” S; Longitude: 39° 05° 08 W; Altitude: 213 m), no periodo de
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agosto a outubro de 2018. As amostras foram acondicionadas em recipientes estéreis (100
mL) e transportadas para o Laboratério de Microbiologia do INSECTA na UFRB, onde foram
desenvolvidos os experimentos.

As amostras foram coletadas de quatro colmeias diferentes, totalizando 8 amostras.
Quatro amostras correspondiam ao mel “verde” (10 mL para cada amostra) e quatro do trato
gastrointestinal (cinco intestinos por amostra), todas as amostras foram processadas

separadamente, analisadas e manipuladas de forma asséptica para evitar contaminagao.

2.2. Isolamento de bactérias lacticas

As abelhas foram inicialmente desinfetadas externamente com solucdo etanol 70%
(v/v), seguido de trés lavagens com agua destilada e entdo dissecadas com auxilio de pinca
previamente esterilizada. Foram utilizados cinco tratos gastrointestinal para cada amostra, que
apos retirados foram macerados e acondicionados em tubo Eppendorf para dar inicio ao
processo de diluicdo seriada (AUDISIO et al., 2011; PATTABHIRAMAIAH et al., 2012).

Para o isolamento das bactérias lacticas no mel “verde”, retirou-se 10 mL de cada
amostra separadamente, onde foram homogeneizadas em 100 mL de dgua peptonada (0,1%) e
diluidas sucessivamente (até 10®) utilizando o mesmo diluente. Em seguida, as amostras
foram plaqueadas em agar MRS (De Man Rogosa e Sharpe - KASVI) acrescido de 0,004% de
parpura de bromocresol, 0,5% de carbonato de célcio e incubadas microaerofilia a 37 °C por
48 horas (RENGPIPAT et al., 2008; OLOFSSON et al., 2014).

Apbs incubacdo, colbnias tipicas de bactérias lacticas (com brilho e cor amarela,
indicativo da producgdo de &cido, devido a mudanga na coloragdo do indicador acido basico
purpura de bromocresol), foram selecionadas e avaliadas quanto a coloracdo de Gram e teste
de catalase pela adicdo, em laminas de vidro, de uma solucdo a 3% de perdxido de hidrogénio
(H202) sobre o esfregaco a partir das colonias isoladas (COEURET et al., 2003). As colbnias
tipicas selecionadas foram subcultivadas em agar MRS nas mesmas condi¢cfes descritas acima
e estriadas para obtencdo de culturas puras. Em seguida, as culturas lacticas foram
preservadas em caldo MRS acrescido de glicerol 20% e incubadas em freezer -20 °C para a

realizacdo da caracterizagao probidtica.
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2.3. Caracterizacéo probiotica
A cada teste de caracterizacdo probidtica foi sendo realizado uma selecéo das bactérias

lacticas com os melhores resultados e prosseguiam nas anélises seguintes.

2.3.1. Andlise da atividade antagonista das bactérias lacticas

A atividade inibitoria das bactérias lacticas foi verificada conforme método descrito por
Ryan et al. (1996). Microgotas de 5 puL de cada cultura lactica foram inoculadas em placas
contendo agar MRS por 24 horas a 37 °C. Apoés esse periodo uma sobrecamada de agar BHI
(BRAIN HEART INFUSION- KASVI) (0,7%), contendo separadamente 0s micro-
organismos indicadores (Escherichia coli ATCC 25922, Listeria monocytogenes CERELA,
Staphylococcus aureus ATCC 25932, Salmonella Enteritidis e Enterococcus faecalis ATCC
29212) foi adicionada sob a superficie das placas e incubada novamente por 24 horas a 37 °C.
A atividade antimicrobiana foi observada pela formacdo do halo de inibicdo pelas bactérias
lacticas sobre os micro-organismos indicadores. O espectro de inibicdo foi medido com
auxilio de um paquimetro e definido da seguinte forma: + fraca inibicdo (halos até 4 mm de
didmetro), ++ média inibicdo (halos de 5 a 9 mm de didmetro) e +++ forte inibicdo (halos a
partir de 10 mm de diametro) (CHIODA et al., 2007).

2.3.2. Determinacdo da suscetibilidade das bactérias lacticas a antimicrobianos

A suscetibilidade das bactérias lacticas aos antimicrobianos foi avaliada pela
metodologia de difusdo de discos em &gar proposto pelo Instituto de Padrdes Clinicos e
Laboratoriais (CLSI) com algumas modificacdes. Os antimicrobianos testados foram
escolhidos de acordo com a literatura cientifica e com base no uso em terapias humanas:
ampicilina (10 pg), amoxicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), gentamicina (10 pg),
tetraciclina (30 pg) e vancomicina (30 pg) (Laborclin®). Para realizagdo dos testes as culturas
lacticas inoculadas em 5 mL de caldo MRS foram padronizadas para uma densidade Optica
(D.O) 0,08 a 0,10 (10® UFC/mL) a 625 nm. Em seguida foi utilizado um swab de algoddo
estéril na suspensao ajustada, e entdo inoculada em placa com agar MRS para a aplicacdo dos
discos antimicrobianos (CLSI, 2012). Apos o periodo de incubagdo, o didmetro do halo de
inibicdo foi medido, com o auxilio de um paquimetro, e o resultado interpretado e comparado
de acordo com a tabela fornecida pelo fabricante dos discos de antimicrobianos, tornando

possivel classificar as bactérias lacticas em resistentes, moderadamente sensivel ou sensivel.
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2.3.3. Sobrevivéncia das bactérias lacticas expostas as condi¢des de acidez e as
diferentes concentragdes de sais biliares
As culturas lacticas foram ativadas em 5mL de caldo MRS. Apos incubacdo a 37 °C por
24 horas, as amostras foram centrifugadas e o pellet foi utilizado para os diferentes
tratamentos. Para verificar a resisténcia a acidez, as culturas lacticas (D.O 0,6 a 600 nm)
foram inoculadas, separadamente, em caldo MRS com diferentes valores de pH (7 - controle;
2,0; 2,5; 3,0) ajustados com HCI (0,2 M) e incubadas a 37 °C por 3 horas. Aliquotas de cada
cultura foram coletadas ap6s o periodo de 3 horas, diluidas em solucdo salina (0,85%) e
plagueadas em agar MRS. A sobrevivéncia dos isolados nessas condicGes foi verificada pelo
crescimento das coldnias ap6s 24 horas de incubacgdo a 37 °C (ERKKILA; PETAJA, 2000;
PENNACCHIA et al., 2004).
A verificagdo da viabilidade das culturas lacticas a diferentes concentracBes de sais
biliares (p/v) seguiu a metodologia anterior utilizando o0s seguintes tratamentos: 0,0%
(controle); 0,05%; 0,1% e 0,5% (ERKKILA; PETAJA, 2000; PENNACCHIA et al., 2004).

2.4. Identificacéo genotipica das bactérias lacticas

2.4.1. Extracdo de DNA

Apos o isolamento e caracterizacdo do potencial probidtico, as culturas lacticas que
apresentaram as melhores caracteristicas foram identificadas por meio do sequenciamento do
gene 16S rRNA realizada e analisada pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies
(Floriandpolis - SC, Brazil). Amostras das culturas lacticas probidticas foram devidamente
enviadas de acordo com o protocolo da empresa. Toda a metodologia utilizada para a analise
molecular foi de acordo com o protocolo da empresa Neoprospecta.

A extracdo de DNA das culturas lacticas foi realizada utilizando a técnica de beads
magnéticas, com um protocolo proprietario que estd em segredo industrial (Neoprospecta
Microbiome Technologies, Brazil). O DNA foi quantificado utilizando o fluorimetro Qubit,
com o kit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen, Waltham, MA, EUA). Apds quantificacdo, o
DNA foi diluido a 0,5 ng/uL e armazenado a -20 °C.

Utilizando bag estéril, uma aliquota de 25 g (ou mL) da amostra foi homogeneizada
com 225 g (ou mL) de diluente e adicionada em meio rico em nutrientes. A incubacéo foi
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realizada em estufa bacterioldgica a 35 °C (+/- 1 °C) por 48 horas. Posteriormente, a extracao
de DNA foi realizada utilizando a técnica de beads magnéticas (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Brazil).

2.4.2. Sequenciamento das bactérias lacticas

A identificacdo das bactérias lacticas foi realizada utilizando o sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um
protocolo proprietario, que esta em segredo industrial (Neoprospecta Microbiome
Technologies, Brazil). Foi realizada a amplificacdo com primers para regido V3-V4 do gene
rRNA 16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG, doi: 10.1371/journal.pone.0007401) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT, doi: 10.1038/ismej.2012.8). As bibliotecas foram
sequenciadas utilizando o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA) e o
kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequéncias foram analisadas por
meio de um pipeline proprietario que esta em segredo industrial, intitulado Sentinel
(Neoprospecta Microbiome Technologies, Brazil).

Todas as sequéncias de DNA resultantes do sequenciamento passaram, individualmente,
por um filtro de qualidade, utilizando como base o somatorio das probabilidades de erro de
suas bases, permitindo no maximo 1% de erro acumulado. Posteriormente, foram removidas
as sequéncias de DNA correspondentes aos adaptadores da tecnologia Illumina. As
sequéncias que passaram pelos procedimentos iniciais e que tiveram 100% de identidade
foram agrupadas em filotipos/clusters e foram utilizadas para identificacdo taxondmica, por
comparacdo com banco de dados de sequéncias acuradas de 16S rRNA (Neoprospecta

MicrobiomeTechnologies, Brazil).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As bactérias lacticas sdo caracterizadas por serem Gram-positivas e com morfologia
variada que inclui cocos, cocobacilos ou bacilos (FILIPPIS; PASOLLI; ERCOLINI, 2020). A
triagem inicial realizada em aproximadamente 80 colbnias de bactérias apresentou como

resultado final um total de 16 micro-organismos (12 isolados provenientes do trato
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gastrointestinal e quatro do mel “verde”) com coloracdo Gram positiva e atividade de catalase
negativa, caracteristicas tipicas de bactérias do 4cido lactico.

Os resultados estdo de acordo com diferentes trabalhos que isolaram bactérias lacticas
do trato gastrointestinal (AUDISIO et al., 2011; MCFREDERICK; VUONG; ROTHMAN,
2018) e mel de abelhas (ROKOP; HORTON; NEWTON, 2015; JANASHIA et al., 2016). As
bactérias lacticas dominam esses ambientes, pois encontram condi¢fes favoraveis para a sua
multiplicagdo, no intestino condigdes microaerofilas com temperatura ideal de 35°C, e no mel
a presenca de acgtcares (NOWAK; NOWAK; LESKA, 2021).

A relacdo simbidtica entre as bactérias lacticas e as abelhas confere importantes funcdes
na microbiota intestinal das abelhas, refletindo diretamente na salde desses insetos téo
importantes para a polinizacdo e agricultura. A microbiota do trato gastrointestinal das
abelhas realiza mecanismos bioquimicos e fisioldgicos, incluindo a producéo de metabdlitos,
e a inducdo de respostas imunoldgicas que garante a protecdo das abelhas. No geral a
microbiota intestinal sintetiza substancias nutricionais essenciais, aumentam a eficiéncia da
digestdo e auxiliam os insetos na absorcdo de nutrientes (NOWAK; NOWAK; LESKA,
2021).

Apesar disso, sabe-se que a composi¢do microbiana do trato gastrointestinal das abelhas
pode mudar dependendo dos fatores externos, como variacdo da localizacdo geografica,
espécie da abelha, sazonalidade, e dieta (NOWAK; NOWAK; LESKA, 2021). Para Ellegaard
et al. (2020) a microbiota intestinal de duas espécies de abelhas apresenta 0s mesmos
filotipos, porém a analise metagenémica mostra que as comunidades bacterianas intestinais
sdo especificas para cada hospedeiro. Somado a isso os efeitos dos micro-organismos
presentes no trato gastrointestinal do hospedeiro é dependente das caracteristicas da espécie
da bactéria (NOWAK; NOWAK; LESKA, 2021).

Foi relatado que abelhas sociais sem ferrdo abrigam até 50 novas espécies de bactérias
lacticas pertencentes ao género Lactobacillus (VASQUEZ et al., 2012). No entanto, as
caracteristicas das bactérias lacticas de abelhas sociais sem ferrdo no Brasil ainda séo
desconhecidas.

Alguns relatos indicam que a microbiota intestinal destes insetos pode torna-los mais
resistentes a acdo de inseticidas (JING; Ql; WANG, 2020) e inibir a presenca de patdgenos
potenciais que contribuem para o colapso das colénias, como Paenibacillus, Melissococcus

plutonius, Serratia marcescens, Ascosphaera apis e Nosema sp. (WU et al., 2014; VAHEDI-
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SHAHANDASHTI et al., 2017; ARREDONDO et al., 2018; FUNFHAUS; EBELING;
GENERSCH, 2018; NOWAK, I.; NOWAK, A.; LESKA, 2020; PEGHAIRE et al., 2020).

Esses pequenos insetos movimentam milhdes de ddlares em paises como os Estados
Unidos, devido aos servigcos que prestam, assim como na producdo de produtos da colmeia
(ZHENG et al., 2017). Nesse sentido o estudo e desenvolvimento de estratégias e produtos
que vise o melhor desempenho e fortalecimento das abelhas € um bom empreendimento,
considerando a importancia desses animais na agricultura na producdo de diversas culturas e
nos produtos da colmeia.

Com relacdo ao teste de antagonismo, foi constatado que 75% das bactérias lacticas
apresentaram inibicdo contra E. faecalis e S. aureus, 62,5% sobre L. monocytogenes, e
56,25% sobre E. coli e Salmonella Enteritidis (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade inibitdria (mm) das bactérias lacticas isoladas do trato gastrointestinal e

mel “verde” de Melipona scutellaris sobre micro-organismos indicadores.

MICRO-ORGANISMOS INDICADORES*
BACTERIAS

LACTICAS EC EF LM SA SE
Mi1 8 O Q) S O
MI2 (+++) 25 ++H9 (+++) 25 (+++) 31 (++) 7
MI3 Q] ©) ©) ) ¢)
M4 (+++) 19 (+++) 32 ) (+++) 22 (+++) 36
MI5 ) (+++) 14 () (+++) 24 ©)
MI16 (+++) 28 (+++) 13 (+++) 16 (+++) 33 (+++) 11
MV7 (+++) 34 (+++) 15 (+++) 20 (+++) 30 )
MVe () ©) 0] © ©)
MV9 Q] ©) ©) ) ¢)
MV10 (+++) 31 (+++) 29 (+++) 19 (+++) 27 )
MI11 (+++) 30 ++H9 (+++) 34 (+++) 30 (++) 8
MI112 (+++) 30 (+++) 12 (+++) 28 (+++) 27 (+++) 11
MI13 (+++) 24 (++) 8 (+++) 31 (+++) 29 (++) 8
MI114 ) (+++) 16 (+++) 29 (+++) 29 (+++) 15
MI15 ) (++) 8 (+++) 34 (+++) 23 (+++) 14
MI16 (+++) 31 (++)5 (+++) 24 (+++) 28 (+) 4

EC: Escherichia coli ATCC 25922; EF: Enterococcus faecalis ATCC 29212; LM: Listeria monocytogenes CERELA,; SA: Staphylococcus aureus ATCC 43300;
SE: Salmonella Enteritidis

M: Melipona scutellaris; I: trato gastrointestinal; V: mel verde

Padrédo para medida de didmetro dos halos de inibicdo: - negativo (ndo houve inibigdo); + fraca inibicdo (até 4 mm de didmetro); ++ média inibicdo (de 5a 9 mm
de diametro); +++ forte inibicdo (a partir de 10 mm de diametro).
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Para uma bacteéria lactica ser considerada um probidtico é necessario ter uma série de
caracteristicas. A identificacdo de cepas, a seguranca, a tolerancia ao estresse gastrointestinal,
a capacidade de aderéncia ao epitélio intestinal, e atividade antimicrobiana estdo entre os
principais testes para a triagem de cepas probioticas (PEREIRA et al., 2018).

O resultado da atividade inibitéria sobre os micro-organismos indicadores, mostra que
as bactérias isoladas apresentam potencial para serem utilizadas na industria, principalmente
como bioconservantes, devido ao seu amplo espectro de inibicdo (ISLAM et al., 2020).
Segundo Sindi et al. (2020), os géneros Escherichia, Listeria e Salmonella estdo entre os
principais patdégenos envolvidos em surtos de doencas transmitidas por alimentos e
responsaveis por um numero relevante de hospitalizacdes e mortes nos Estados Unidos.

Neste trabalho ndo houve a identificacdo dos metabdlitos antimicrobianos produzidos
pelas bactérias lacticas, no entanto, sabe-se que esse efeito inibitorio pode estar relacionado a
producdo de compostos bioativos como, acidos organicos, peroxido de hidrogénio ou
bacteriocinas (OLOFSSON et al., 2016; PACHLA et al., 2018). A atividade antibacteriana
das bacteriocinas produzidas pelas bactérias lacticas tem sido relatada em diversos estudos
(PLESSAS et al., 2012; FARAG et al., 2020; SINDI et al., 2020), sendo uma via alternativa
ao uso de aditivos quimicos por ser um bioconservante natural (SINDI et al., 2020).

Consequentemente, pesquisas adicionais com énfase no isolamento e identificacdo dos
compostos antimicrobianos produzidos pelas bactérias lacticas estudadas é requerido, uma vez
que o tipo de bacteriocina depende de cada cepa. Em seu trabalho, Zendo et al. (2020)
isolaram uma nova bacteriocina de Apilactobacillus kunkeei FF30-6 proveniente de Apis
mellifera, com espectro antimicrobiano estreito, porém com alta atividade antimicrobiana
contra patégenos de abelhas.

O efeito inibitdrio sobre bactérias patogénicas em humanos demonstra o potencial valor
dessas bactérias, visando seu uso no tratamento de diversas infec¢Ges nas quais a utilizacdo de
antibidticos se encontra limitada. A emergéncia de bactérias multirresistentes é considerada
um problema de saude publica mundial onde estudos que visem a investigacdo de compostos
antimicrobianos se torna promissor, porém ainda tem sido lento (VARELA et al., 2021).

Na pesquisa realizada por Rinita et al. (2021), as zonas de inibicdo produzidas por
bactérias lacticas contra S. aureus (um importante patdgeno causador de infeccbes de pele que
tem demonstrado resisténcia a antibioticos utilizados na terapia humana) apresentaram o

tamanho de 14,53 mm, ou seja, zonas de inibicdo menores do que os resultados da presente


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20307051#b0240
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319562X20307051#b0255
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pesquisa, demonstrando que as bactérias isoladas podem ter uma poderosa aplicacdo no
tratamento de infeccBes de pele provocadas por este patdgeno.

Além disso, essas bactérias podem ser utilizadas na meliponicultura como forma de
prevenir doencas, melhorando a saude e o desempenho das abelhas (TOOTIAIE,
MOHARRAMI, MOJGANI, 2021). Isso pode ser verificado em pesquisas como as de
lorizzo et al., (2020) onde revelaram alta atividade inibitoria de bactérias lacticas, isoladas do
trato gastrointestinal das abelhas e produtos apicolas, contra importantes patdégenos das
abelhas Ascosphaera apis e Paenibacillus larvae. Apesar de ser uma alternativa em relagéo ao
antibidtico, o tratamento de colmeias utilizando bactérias probioticas ainda ndo tem sido
explorado.

De acordo com a Tabela 1, quatro das 16 bactérias lacticas ndo apresentaram nenhum
efeito inibitorio sobre os micro-organismos indicadores, e por isso foram eliminadas e néo
deram continuidade nos testes posteriores. Dessa forma, as 12 melhores bactérias lacticas
resultantes do teste anterior foram selecionadas e submetidas a andlise de suscetibilidade
antimicrobiana.

Maior resisténcia das bactérias lacticas foi observada para a vancomicina (58,33%),
para 0s outros antimicrobianos (ampicilina, amoxicilina e cloranfenicol) todas as bactérias

lacticas apresentaram sensibilidade (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana das bactérias lacticas isoladas do trato
gastrointestinal e mel “verde” de Melipona scutellaris.

ANTIMICROBIANOS

BACTERIAS GEN AMP TET AMO VAN CLO
LACTICAS

MI2 S S S S S S
MI4 S S S S S S
MI5 S S S S S S
MI6 S S S S R S
MV7 S S S S S S
MV10 S S T S T S
MI11 S S S S R S
MI12 S S S S R S
MI13 S S S S R S
MI14 S S S S R S
MI15 S S S S R S
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MI16 R S S S R S

M: Melipona scutellaris; I: trato gastointestinal; V: mel verde
AMP: ampicilina (10 pg); AMOX: amoxicilina (10 pg); CLO: cloranfenicol (30 pg); GEN: gentamicina (10 pg); TET: tetraciclina (30 pg); VAN: vancomicina

(30 pg)
R: resistente; T: intermedidrio; S: sensivel.

A sensibilidade das bactérias lacticas aos antimicrobianos utilizados na terapia humana
é um teste essencial quando se quer selecionar um micro-organismo probiotico, uma vez que,
pode ocorrer transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos, das bactérias
lacticas para micro-organismos patogénicos (ISPIRLI; DERTLI, 2021). Dessa forma, 0s
resultados da sensibilidade das culturas lacticas aos antibioticos testados sdo importantes para
sua futura aplicacdo como potenciais probidticos, pois atesta sua seguranga no consumo.

No geral, das 12 bactérias lacticas testadas quanto a susceptibilidade antimicrobiana,
apenas quatro ndo apresentaram nenhum tipo de resisténcia aos antimicrobianos e por isso
foram selecionadas e avaliadas posteriormente com relacdo a tolerancia as condi¢des do trato
gastrointestinal humano.

A sobrevivéncia no trato gastrintestinal precisa ser demonstrada para cada linhagem,
pois € um pré-requisito para que a bactéria lactica exerca seu efeito benéfico. No geral as

bactérias lacticas apresentaram crescimento nas condi¢des simuladas (Tabela 3).

Tabela 3. Avaliagdo do crescimento das bactérias lacticas isoladas do trato gastrointestinal e

mel “verde” de Melipona scutellaris em pH 3 e diferentes concentracdes de sais biliares.

Tolerancia aos sais biliares

Bactéria lactica Tolerancia ao pH 3 0,05% 0,1% 0,5%
MI2 + + + +

Mi4 - N&o submetida N&o submetida Né&o submetida
MI5 + - + -

MV7 + - + -

M: Melipona scutellaris; I: intestino; V: mel verde
Nenhum crescimento (-); crescimento (+)

A tolerancia ao acido é um dos critérios gerais que € considerado durante a selecdo de

cepas probioticas potenciais para garantir sua viabilidade e funcionalidade. Com relacdo ao
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pH, apenas 25% das bactérias lacticas ndo apresentaram crescimento, representando um étimo
resultado. Em seu estudo, Ispirli e Dertli (2021) observaram 60% de inibi¢do de crescimento
das bactérias lacticas em pH 3, concluindo que a capacidade dessas bactérias em sobreviver a
essa condicdo é especifica para cada cepa. Os resultados estdo de acordo com outras
pesquisas, uma vez que cepas distintas de bactérias lacticas podem apresentar niveis distintos
de sobrevivéncia em pH baixo (SAKANDAR; KUBOW; SADIQ, 2019; ELZEINI et al.,
2021).

A toleréncia aos sais biliares é outro pré-requisito para a colonizacdo e atividade
metabolica das bactérias lacticas no trato gastrointestinal do hospedeiro. Na presente pesquisa,
todas as bactérias lacticas apresentaram tolerancia para concentracéo de 0,1% de sais biliares,
isso reflete uma adaptacéo das bactérias ao efeito do sal biliar. Em outro estudo foi observada
inibicdo de 80% do crescimento das bactérias lacticas na concentracdo de 0,3% de sais
biliares (ISPIRLI; DERTLI, 2021).

Por fim, as bactérias lacticas apresentaram diferentes tolerancias nas condicbes
simuladas do trato gastrointestinal, no entanto, a sua viabilidade pode ser melhorada
utilizando técnicas como encapsulamento, que permite manter seu potencial probidtico
(BARAJAS-ALVAREZ et al., 2021).

A identificacdo da bactéria também é um parametro que deve ser avaliado, uma vez que
permite a coleta de informacGes de diversas caracteristicas como a capacidade de producgéo de
toxinas e fatores de viruléncia. Portanto, a identificacdo genética do micro-organismo é
fundamental para avaliar sua seguranca.

Nesta pesquisa as bactérias lacticas que apresentaram potencial probidtico foram
devidamente identificadas, por meio da analise das sequéncias do RNA ribossomal 16S, como
Enterococcus faecium (sendo que uma bactéria lactica foi isolada do “mel verde” e duas do
trato gastrointestinal de M. scutellaris).

Muitos beneficios tém sido atribuidos ao uso de E. faecium, como sua contribuicdo para
as caracteristicas sensoriais dos queijos, propriedades probidticas e producdo de substancias
antimicrobianas. No entanto, sua aplicagdo como probidtico deve ser cuidadosamente
investigada, em virtude de algumas cepas serem consideradas patdgenos oportunistas (OMER
etal., 2021).

O conhecimento sobre fatores de viruléncia em Enterococcus com potencial aplicacdo

como probiotico € de importancia primaria, pois podem conter caracteres de viruléncia
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relacionados a patogenicidade. Além disso, seu potencial de viruléncia pode ser aumentado
devido a resisténcia a antimicrobianos, como a vancomicina, e isso tem sido definido como a
principal causa de infecgdes hospitalares (OMER et al., 2021). Nesse estudo todas as cepas
apresentaram sensibilidade a este antimicrobiano assim como capacidade em produzir
compostos inibidores contra patdgenos potenciais.

Algumas cepas de Enterococcus sao produtoras de enterocinas, bacteriocinas
promissoras com potencial para uso na industria de alimentos como bio-conservantes naturais
contra patdgenos de origem alimentar e cepas resistentes a drogas clinicamente significativas,
como enterococos resistentes a vancomicina. Esses peptideos antimicrobianos tém sido
estudados particularmente devido a especificidade em seu modo de acdo dependente das
mutacdes ocorridas e da estabilidade frente as condi¢cbes do ambiente, sendo esta uma
vantagem para aplicacdo na industria (FUGABAN et al., 2021).

Cepas de E. faecium isolados de queijo artesanal apresentaram suscetibilidade a
vancomicina, atividade antibacteriana contra L. monocytogenes ATCC 7644 e S. aureus
ATCC 25923, e alta producdo de exopolissacarideo, além disso, foi analisado genes de
viruléncia, onde os autores concluiram que a cepa E. faecium 894 mostrou ser um candidato
potencial para mais investigacdes como cultura probiética (OZKAN et al., 2021).

Em outro estudo foi avaliado o potencial probidtico de E. faecium CRL 183
comprovadamente seguro, sendo capaz de inibir em até 91,2% o fungo Candida albicans
ATCC 90028. Os autores ainda concluiram que o probidtico desenvolvido em filmes sollveis
é uma estratégia promissora na prevencao da candidiase oral, uma vez que permite a liberacao
local do probio6tico (LORDELLO et al., 2021). Além disso, E. faecium mostrou ser a melhor
cepa probiotica para resultados de atividade antioxidante, antidiabética e de fixacdo intestinal
em ratos albinos diabéticos na pesquisa realizada por Rajput e Dubey (2020). Apo6s o
tratamento profilatico usando uma mistura de Bifidobacterium animalis subsp. Lactis BB12 e
E. faecium L3 foi observada uma reducdo nos sintomas e da necessidade de uso de
medicamentos em criangas com rinite alérgica (ANANIA et al., 2021).

O uso de preparacOes probidticas contendo cepas de E. faecium em humanos
demonstrou diminuir o colesterol sérico e incidéncia de infeccBes em bebés, além de
aplicacdo na racdo animal como estabilizadores da microbiota intestinal e agente redutor de
patogenos intestinais em leitdes, cées, gatos e galinhas (URSHEV; YUNGAREVA, 2020).
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Além disso, a suplementacdo com E. faecium nas colmeias pode ser uma alternativa
viavel e eficaz para o fortalecimento das abelhas contribuindo consequentemente no aumento
da producéo de mel e por sua vez melhorando significativamente a resisténcia a infecgdes por
patdgenos nos meliponarios.

Com base nesse histdrico, ndo se descarta os potenciais efeitos benéficos desse micro-
organismo, no entanto, mais estudos sdo recomendados para determinar sua seguranca. Este é
o primeiro relato no Brasil do isolamento e caracterizacéo de bactérias lacticas probidticas em
abelhas da espécie Melipona scutellaris da regido do Recdncavo da Bahia.

Concluséo

As bactérias l4cticas isoladas nesse estudo e identificadas como Enterococcus faecium
apresentaram um resultado promissor para que sejam usadas como potenciais probioticos. As
cepas demonstraram sensibilidade aos antimicrobianos testados, capacidade em inibir
bactérias patogénicas e tolerancia as condi¢cBes do trato gastrointestinal. No entanto, sua
biosseguranca deve ser avaliada com exatiddo, por meio de analise de genes de viruléncia
para seu uso seguro na industria alimenticia e/ou farmacéutica.

Além disso, a identificacdo e o isolamento das substancias inibidoras sdo uma avaliacédo
necessaria que pode ter grande impacto na &rea médica, uma vez que as cepas isoladas da
regido do Recdncavo da Bahia, apresentam caracteristicas Unica desta area geografica,
podendo revelar novos antimicrobianos com importancia no tratamento de dificeis infeccGes.

Tendo em vista os resultados dessa pesquisa e sabendo que ndo tem sido explorado o
tratamento de colmeias utilizando bactérias probi6ticas, é encorajado mais testes que visem 0
fortalecimento das coldnias das abelhas ndo apenas para uso econdmico, mas principalmente

pensando no papel essencial que esses animais realizam no meio ambiente.
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CONSIDERACOES FINAIS

As bactérias lacticas isoladas demonstraram serem potenciais produtoras de metabdlitos
antimicrobianos eficientes contra diferentes cepas patogénicas. Essas descobertas promissoras
podem ser benéficas para a conquista de novos conservantes na industria de alimentos e
possivel substituicdo de drogas antibidticas usadas no tratamento de infecgdes.

A infeccdo por patdgenos estd entre uma das principais causas para o declinio das
abelhas, assim a suplementacdo das abelhas com bactérias l&cticas probidticas é uma
estratégia promissora para melhorar a salde e o desempenho das colmeias, sendo também
uma alternativa viavel ao uso de antibioticos para fortalecer as col6nias e ndo deixa-las
suscetiveis a infecgdes.

Nossos estudos futuros estardo focados na identificacdo dos metabolitos responsaveis
por essas interagBes antagOnicas. Além disso, serdo realizados mais testes (capacidade de
hemolise, genes de viruléncia) para confirmar a seguranca de cada cepa e beneficios.

Estudos sdo necessarios para avaliar o potencial in vivo das bactérias lacticas isoladas

para futura aplicacdo como suplementos para alimentacdo e tratamento de humanos e animais.
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ANEXO A — Niveis de suscetibilidade de bactérias lacticas a antimicrobianos de acordo com

didmetros dos halos de inibigdo (mm).

Padréao interpretativo

Antimicrobianos (zonas de inibicdo em mm)*
Resistente Suscetivel

Amoxicilina+acido <19 =20
clavulanico

Ampicilina <19 >20
Bacitracina <08 >13
Cefalexina <14 >18
Cefalotina <14 >18
Ciprofloxacina <15 =21
Clorafenicol <12 >18
Eritromicina <13 >18
Estreptomicina <11 >15
Gentamicina <12 >15
Imipenem <13 >16
Kanamicina <13 >18
Neomicina <12 =17
Norfloxacina <12 =17
Oxacilina <09 >14
Penicilina G. <20 >29
Rifanpicina <24 >25
Sulfonamida <12 =17
Tetraciclina <14 >19
Vancomicina <09 >12

*LARBOCLIN, 2003.



