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RESUMO

Diversas propriedades medicinais como antibacteriana, antifingica, cicatrizante e antioxidante
sdo popularmente relatadas ao mel. Poucos estudos tém sido realizados sobre atividade
antimicrobiana (AA)do mel deabelhassociais dasubfamilia Meliponinae. O objetivo deste estudo
foi investigar a AA do mel de Nannotrigonatestaceicornis, umaespécie deabelhaindigenasemferrao.
Paraaavaliagdo da AA do mel foi empregado o método da difusdo em agar, utilizando-se discos
de 6 mm de didametro em presenc¢a de 10 diferentes microrganismos, obtidos de focos de infeccGes
clinicas. Os testes indicaram resisténcia em: Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus
mirabilis, Staphylococcus aureus, Streptococcus a -hemolitico; e indicaram sensibilidade em: Escherichia
coli, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes, bem como Staphylococcus spp.
coagulase. Vinte e trés antibioticos comerciais distintos foram também avaliados no presente
estudo. Os resultados obtidos até o momento apontam para um excelente potencial terapéutico
deste produto apicola.
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ABSTRACT

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF HONEY FROM NATIVE STINGLESS BEENANNOTRIGONA
TESTACEICORNIS (HYMENOPTERA: APIDAE, MELIPONINI). Several medicinal properties, such
asantibacterial, antifungal, healingand antioxidantactivities, are popularly reported for honey. Few
studies have been done on the antimicrobial activity (AA) of honey produced by social bees from
the sub-family Meliponinae. The objective of thisstudy wasto investigate the AA of honey produced
by Nannotrigona testaceicornis,a native stingless bee. For the honey AA evaluation, the agar diffusion
method was assayed against 10 different microorganisms isolated from inoculi obtained from
clinically infected sites. Tests indicated resistance in Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, a - hemolytic Streptococcus. Susceptibility was observed in
Escherichia coli, Proteus spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenesas well as in negative-
coagulase Staphylococcusspp. Twenty-threedistinctcommercial antibioticswerealsoassayed inthe
presentstudy. Results obtained up to this date indicate an excellent therapeutical potential for this
natural product.

KEY WORDS: Antibacterial activity, honey, native bee, Nannotrigona testaceicornis.

INTRODUGAO

O mel de abelhas é um suplemento alimentar que,
ultimamente vém recebendo um incremento no
consumo comercial decorrente, principalmente, da
comprovacaocientificade suasdiversaspropriedades
benéficas a salde (ALLen etal., 1991).

Além das propriedades nutricionais, a utilizagdo
do mel namedicina popular se deve também as suas
propriedades farmacoldgicas. Dentre estas proprie-
dades, a atividade antimicrobiana tem despertado
interesse entre os pesquisadores devido ao seu poten-
cial de aplicabilidade em casos clinicos (Erem, 1988;

Zuma & LuiaT, 1989; Mowan, 1992; WiLLix et al., 1992;
Erem et al., 1992; Erem, 1993; KroL et al., 1993).

Propriedades cicatrizante (Kumar et al., 1993) e
antioxidante (Oszmianski & Leg, 1990) estdo também
relacionadas a este derivado apicola.

Durante as ultimas décadas, a utilizacéo
indiscriminada de antibi6ticos em diversos setores
da agricultura, bem como da saude humana, vém
favorecendo aemergéncia de linhagens de microrga-
nismos patogénicos apresentando resisténcia aos
mais variados antibi6ticos. Frente a necessidade de
desenvolvimento de novas classes de antibidticos,
diversas pesquisas tém sido desenvolvidas com
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produtos naturais, sejam de origem vegetal como
animal, visando a deteccdo e caracterizagdo de com-
postos quimicos com propriedades terapéuticas,
entre elas a antimicrobiana.

No Brasil, além da Apis mellifera introduzida por
imigrantes europeus, sdo também encontradas abe-
Ihas sociais nativas, pertencentes a subfamilia
Meliponinae. Estas sdo popularmente conhecidas
como abelhas-indigenas-sem-ferrdo, compreendendo
mais de 200 espécies diferentes, algumas das quais
freqlientementecriadas paraaproducédo do mel (Keg,
1987).

O mel destasabelhas-sem-ferrdoé utilizadoemtera-
pias populares, principalmente, nas zonas rurais
(Cortorass-LaurNo & GELLI, 1991) e entre indigenas, que
acreditam que diferentes tipos de mel possuem propri-
edades curativas especificas, sendo empregado para a
cura de um amplo espectro de doengas (Posey, 1987).

O objetivo do presente estudo foi detectar a ativi-
dade antimicrobiana in vitro, do mel da abelha-indi-
gena-sem-ferrdo Nannotrigona testaceicornis, frente a
bactérias patogénicas, isoladas de diferentes focos
infecciosos humanos. Visando obter-se parametros
mais precisos desta atividade, foram
concomitantemente efetuados ensaios de antibiose
com vinte e trés diferentes antibidticos comerciais.

MATERIAL E METODOS
Mel

As amostras de mel utilizadas neste trabalho fo-
ram obtidas em marco de 2005, de colméias mantidas
naregiao de Rio Claro, SP, Brasil. O mel foi envasado
em frasco &mbar, estéril e armazenado no escuro a
temperatura de 5,4° C.

Discos de papel de filtro Framex 389, faixa preta,
estéreis com 6 mm de didmetro foram acrescidos de
100 ng de mel e posteriormente mantidos em estufa a
35° C por 24h para secagem, acondicionados em
recipientesestéreisearmazenadosemgeladeiraa5,4°
C, baseado na técnica de Baueret al. (1966).

Antibidticos

Foram utilizados discos de papel de 6 mm de
didmetro contendo os seguintes antibioticos, nas res-
pectivas concentracBes: ampicilina 10 mg (AMP),
cefoxitina 30 ng (CFO), cefalotina 30 ng (CFL),
cefotaxima 30 ng (CTX), tetraciclina 30 g (TET),
nitrofurantoina 300 mg (NIT) , cloranfenicol 30 ny
(CLO), sulfazotrim 25 ng (SFT), ciprofloxacina 5 ny
(CIP), eritromicina 15 ng (ERI), penicilina G 10 ny
(PEN), imipinem 10 ng (IPM), gentamicina 10 ny
(GEN), cefepime 30ng (CPM), ceftriaxona 30ng (CRO),

amicacina 30 nmg (AMI), aztreonam 30 g (ATM),
ceftazidima 30 nmg (CAZ), oxacilina 1 nmg (OXA),
rifampicina 5 ng (RIF), vancomicina 30 ng (VAN),
levofloxacina 5 mg (LVX), clindamicina 2 ng (CLI),
sendo testados contra os seguintes microrganismos:
Enterobacter aerogenes (AMP, CFO, CFL, IPM, GEN,
CPM,CRO); Enterobacter cloacae (AMP, CFL,CFO, AMI,
CLO, GEN, IPM, CPM,CRO); Escherichia coli (AMP,
CFL, ATM, IPM,CLO,CIP); Proteus mirabilis (AMP,
CTX, TET, AMI, GEN, CAZ, IPM, ATM, CRO); Proteus
spp. (AMP, NIT, AMI, GEN, IPM, ATM); Pseudomonas
aeruginosa ( CLO, SFT, AMP, CIP, CFL, AMI, GEN,
CAZ, IPM); Staphylococcus aureus (ERI, SFT,CLO, OXA,
RIF, TET, VAN); Staphylococcus spp. coagulase-nega-
tiva(PEN, SFT,CIP,LVX, VAN, RIF, CLI);Streptococcus
4-hemolitico (SFT,ERI, AMP, CLO, PEN,VAN);
Streptococcus pyogenes (SFT, ERI, VAN, LVX, CRO,
CLO).

Padronizacdo do in6culo e semeadura

Osinéculosforamcoletadoscomswab dealgodéo
em infec¢Bes clinicas. Dez microrganismos foram
isolados de diferentes focos infecciosos: E. aerogenes
(feridanaregido do ossoiliaco), E. cloacae [infeccdode
membros inferiores (MMII)], E. coli (infeccao
intrabdominal), P. mirabilis (infeccdointrabdominal),
Proteus spp. (infeccdo urinaria), P. aeruginosa (infec-
¢do de MMII), S. (infecgdo de MMII), Staphylococcus
spp. coagulase-negativa (secre¢do de conjuntivite),
Streptococcus a-hemolitico (feridanaregidosacral) eS.
pyogenes (infeccdo de orofaringe), sendo inoculados
em nutriente agar e mantidos por 24h a temperatura
de 35° C. Apds este periodo os microrganismos foram
ressuspensos em solucéo fisiologica 0,9% (p/v) até
obter-se uma turvacao equivalente ao padrédo 0,5 da
escala de Mac Farland.

Aliquotas de 100 nL dessa suspensdo foram
semeadas por superficie em placas de Petri contendo
cerca de 15 mL do meio Mueller-Hinton Agar, com
uma espessura de aproximadamente 4 mm (SHabomy
& SpNEL-INGrRoF, 1980).

Ensaios de antibiose

Paraaavaliagdo da AA foiempregado o métododa
difusdo em &gar (Baueret al.,1966). Apds asemeadura
dos microrganismosno meio, os discoscom o mel e 0s
discos com antibioticos comerciais foram distribui-
dos e levemente pressionados sobre o agar. Foi
mantidaumadistanciade 40 mmentre osdiscos para
evitar interferéncia entre os halos de inibicdo. As
placas foram incubadas a 35° C, e ap0ds 24h realizou-se
aleiturados resultados, que consistiu namedicéo do
didmetro dos halos de inibigéo, incluindo o préprio
disco de 6 mm.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 estdo sumarizados os resultados
obtidos nos ensaios de AA com o mel da abelha
Nannotrigona testaceicornis, e os resultados obtidos nos
testes com antibidticos comerciais frente a 10 diferen-
tes microrganismos, indicando as resisténcias e sen-
sibilidades obtidas.

Apesar de estudos de antibiose com produtos
naturais comumente utilizarem cepas de microrga-
nismos padrdes, neste estudo em especial, foram uti-
lizados microrganismos oriundos de focos infeccio-
sos, visando caracterizar a real potencialidade deste
material no controle de infecgBes clinicas. Os resulta-
dosindicamumanitidaatividade antimicrobianado
mel de N. testaceicornis frente a E. coli, Proteus spp., P.
aeruginosa, Staphylococcus spp. coag. — e S. pyogenes,
todas patogénicas.

Este trabalho permitiu verificar alguns dados
importantes, tais como a constatacdo da alta AA do
mel obtido da N. testaceicornis contra bactérias Gram-
negativas (E. coli, Proteusspp. e P. aeruginosa), que nos
testes de antibiose com antibidticos comerciais mos-
traram-se resistentes respectivamente a (AMP, CFL);
(AMP, NIT) e (CLO, SFT, AMP, CIP, CFL); também, a
constatacdo da sensibilidade dos Gram-positivos
Staphylococcus spp. coagulase-negativa e S. pyogenes
gue nos testes com antibiéticos comerciais mostra-
ram-se resistentes respectivamente a (PEN, SFT) e
(SFT, ERI).

O método da difusdo em 4gar, baseado natécnica
descrita por Baueret al. (1966) é considerada de baixa

sensibilidade @awes et al., 1972), pois a substancia
testada vai se diluindo conforme se difunde no agar.
No entanto, é considerado como o ensaio mais apro-
priado para agentes antibidticos tépicos, porque res-
gataaavaliagdo da difusibilidade (ALLenetal., 1991),
importante paraaavaliacdo do mel, umavez que este
é considerado um agente tépico ideal no tratamento
de infeccBes cirdargicas, queimaduras e feridas infec-
ciosas (Erem et al., 1992).

Poucas pesquisas cientificas foram direcionadas
visando a caracterizacdo das propriedades
farmacoldgicas do mel produzido por meliponineos.
Corrtorassi-LAURINO & GELLI (1991), comparando a AA
dos méis de alguns meliponineos em relagdo ao de
Apis mellifera, constataram que do total de ensaios de
antibiose realizados, 50% dos microrganismos mos-
traram-se sensiveis. Ao se comparar na literatura, a
AA dediferentes amostras de mel de A. mellifera, frente
aos microrganismossensiveisao mel de meliponineos
constata-se que estes apresentam uma atividade niti-
damente superior aos méis de A. mellifera.

Vérias substancias tais como acguUcares, acidos
organicos, diversoselementos quimicos (WHiTtg, 1975),
vitaminas e flavondides (SaeaTier et al., 1992) foram
identificadas no mel. Algumas enzimas secretadas
por glandulas do aparelho digestivo das abelhas sdo
introduzidas no néctar jaa partir de suacoleta, como
a glicose oxidase, que converte a glicose em
glicolactona, produzindo também o peréxido de hi-
drogénio, este tltimo considerado por muitosautores
como sendo responséavel pela AA constatada no mel
(Menpes & CoeLHo, 1983).

Tabela 1 - Resultados da atividade antimicrobiana do mel da abelha Nannotrigona testaceicornis, frente a 10 diferentes

microrganismos e os resultados dos testes de controle com antibiéticos comerciais.

Microrganismo Mel Resistente Sensivel*

Enterobacter aerogenes Resistente AMP, CFO, CFL. IPM, GEN, CPM, CRO.
Enterobacter cloacae Resistente AMP, CFL, CFO. AMI, CLO, GEN, IPM, CPM, CRO.
Escherichia coli Sensivel (19 mm) AMP, CFL. ATM, IPM, CLO, CIP.

Proteus mirabilis Resistente AMP, CTX, TET. AMI, GEN, CAZ, IPM, ATM, CRO.
Proteus spp. Sensivel (10 mm) AMP, NIT. AMI, GEN, IPM, ATM.
Pseudomonas aeruginosa Sensivel (11 mm) CLO, SFT, AMP, CIP,CFL. AMI, GEN, CAZ, IPM.
Staphylococcus aureus Resistente ERI, SFT. CLO, OXA, RIF, TET, VAN.
Staphylococcus spp. coag.- Sensivel (15 mm) PEN, SFT. CIP, LVX, VAN, RIF, CLI.
Streptococcus a-hemolitico Resistente SFT, ERI. AMP, CLO, PEN, VAN.
Streptococcus pyogenes Sensivel (14 mm) SFT, ERI. VAN, LVX, CRO, CLO.

AMI (amicacina), AMP (ampicilina), ATM (aztreonam), CAZ (ceftazidima), CIP (ciprofloxacina), CLI (clindamicina). CFO
(cefoxitina), CFL(cefalotina), CTX (cefotaxima), CLO (cloranfenicol), IPM (imipinem), TET (tetraciclina), NIT
(nitrofurantoina), SFT (sulfazotrim), ERI (eritromicina), PEN (penicilinaG), GEN (gentamicina), CPM (cefepime), CRO
(ceftriaxona), OXA (oxacilina), RIF (rifampicina), VAN (vancomicina), LVX (levofloxacina), Resistente= nao houve
desenvolvimento do halo de inibigdo; Sensivel= medida do halo de inibicdo em mm, incluindo o préprio disco.
*Medidas padrdesem mm dos halos de inibi¢do de antibidticoscomerciais AMI(17), AMP(18), ATM(20), CAZ(18), CIP(18),
CLI(19), CLO(17), CPM(18), CRO(20), GEN(15), IPM(15), LVX(16), OXA(12), PEN(20), RIF(30), TET(18), VAN(17).
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Estudos sobre antibiose em méis aquecidos
constataram reducdo nos valores da AA e uma
concomitante redugdo no contetddo de peréxido de
hidrogénio bem como da atividade catalitica da
invertase WHITE & Sueers, 1964). Enzimas como
diastase, catalase, a-glicosidase, peroxidase,
lipase, amilase, fosfatase acida e inulase, também
foram detectadas na composi¢cdo do mel (Huibosro
et al., 1995), podendo estar relacionadas com sua
AA.

Outros estudos, também constataram uma cor-
relagdo direta entre a reducdo no conteudo de
peroxido de hidrogénio e areducdo na AA de méis
expostos a luz, concluindo-se que, quanto mais
secrecdes as abelhas adicionam ao néctar ou a
solugbes acucaradas, mais ricas estas ficam em
glicose oxidase e, conseqientemente, aquantidade
de peroxido de hidrogénio se torna maior,
incrementando desta forma a AA destes méis
(Dustmann, 1978). Entretanto outros autores (MoLan
& RusseLL, 1988), ap06s efetuarem a remocdo
enzimatica do peréxido de hidrogénio contido no
mel monofloral, constataram que 0 mesmo continu-
ava inibindo o crescimento de S. aureus. Baseado
nestes experimentos, estes mesmos autores sugeri-
ram que substancias antibacterianas adicionais, e
nao apenas o peréxido de hidrogénio, proveriam
uma significante parcela da AA do mel. Estes ou-
tros fatores estariam relacionados com as fontes
florais do mel.

Cortorassi-LAURINO & GeLLl, (1984) apds observa-
rem diferencas na AA de méis com diferentes origens
florais, sugeriram que parte desta atividade estaria
associada a secreg¢6es glandulares introduzidas pe-
las abelhas.

Estudos de ZumLa & Luiat (1989), sugerem que 0
efeito osmotico, e 0 baixo pH encontrados no mel,
contribuem para o rompimento da parede da célula
bacteriana. Segundo Moran (1992), o efeito osmatico,
0 baixo pH e o acimulo de determinados ions, cons-
tatados por WHite (1975) e por PampLoNA (1994) certa-
mente contribuem para a AA do mel. A presenca de
flavondides (SasaTiEr et al., 1992), juntamente com o
acumulo de peréxido de hidrogénio estariam
sinergisticamente atuando na AA final destecompos-
to (WHITE & Sugers, 1963).

Certamente os estudos efetuados até o presente
momento ndo permitem concluir com clarezasobre
a real participagdo de cada um dos fatores fisico-
quimicos e bioquimicos sobre a AA do mel. Consi-
derando os resultados obtidos até o momento, no-
vos estudos estdo sendo conduzidos com méis de
outras espécies de abelhas-indigenas-sem-ferréo,
sendo interessante também, utilizar diferentes con-
centragdes do mel paraverificar qual possui melhor
AA.

CONCLUSAO

O fato de se constatarinvitro, AAdomeldaabelha
N. testaceicornis, frente a diferentes microrganismos
isolados de focos infecciosos, demonstra o excelente
potencial terapéutico deste produto natural e vem
fortalecer o papel da medicina popular como deposi-
tariade conhecimentos milenares que devemserana-
lisados cientificamente.
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