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Sobre o Grupo de
Pesquisa Insecta:

Ainda no periodo
compreendido entre 1992 e
1999, outros grupos
taxondémicos foram
estudados pelo GP Insecta,
como as formigas, besouros
e abelhas. Nos estudos
sobre formigas se
destacaram os projetos
sobre analise faunistica de
comunidades de formigas
epigeias (Hymenoptera,
Formicidae) e habitos de
nidificagdo e alimentares de
Ectatoma quadridens
(Fabricius, 1793). Ja os
estudos sobre os besouros
coprofagos (Coleoptera,
Scarabaeidae) se
destacaram os estudos
sobre analise faunistica de
coledpteros copréfagos em
area de pastagem;
influéncia dos fatores
climaticos na flutuagdo
populacional de coledpteros
coprofagos em area de
pastagem; e espécies de
Dynastinae, Melolonthinae e
Rutelinae coletados em

armadilhas luminosa no
Recdncavo Baiano. Também
nesse periodo foram

iniciadas as pesquisas com
abelhas, com o projeto:
Abelhas (Hymenoptera:
Apoidea) em Cruz das
Almas-Bahia. Nesta primeira
década do GPI (1992 a
2002) o lastro de pesquisa
foi consolidado e a formagdo
de recursos humanos foi
uma marca importante na
identidade e
reconhecimento do Grupo
de Pesquisa. Além disso, a
consolidagao de parcerias
estratégicas, com
pesquisadores de diferentes
instituicdes também marcou
esse periodo, que se revelou
estratégico para as proximas
duas décadas do GPI (2003
a 2012 e 2013 a 2022).
Nomes como Ant6nio
Nascimento (Embrapa),
Nilton Sanches (Embrapa),
Jacques Delabie (Ceplac),
Max Menezes (Ceplac),
Edilberto Giannotti (Unesp),
Nivar Gobbi (Unesp),
Luciano Queiroz (UEFS),
Luis Marchini (USP),
Augusta Moreti (IZ/SP) e
Monika Barth (Fiocruz/RJ),
contribuiram de forma
decisiva para as varias
pesquisas ao longo da
primeira década do GPI.
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Apresentagao O Boletim Técnico Cientifico Insecta tem por objetivo
divulgar técnicas e informagdes cientificas de aplicagdo na entomologia
e areas afins, de maneira clara e objetiva, contribuindo para suprir
lacunas da literatura brasileira ou ampliando as informagdes disponiveis
sobre temas especificos, focando no estudo dos insetos, seus produtos
ou nas suas relagdes com outras areas do conhecimento.

Pretende-se colaborar na divulgacao de técnicas e ferramentas que
ajudem na execugao de ensaios técnicos e cientificos, assim como,
revisdes e impressdes sobre temas especificos da entomologia e areas
correlatas.

Neste nimero é abordado o tema ISOLAMENTO DE BACTERIAS
LACTICAS COM POTENCIAL PROBIOTICO DO TRATO
GASTROINTESTINAL DE ABELHAS E DOS PRODUTOS DA
COLMEIA, uma importante contribuicdo para os interessados no
desenvolvimento de produtos e subprodutos biotecnoldgicos das
abelhas.

Conselho Editorial
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Os probioticos sdo micro-organismos vivos capazes de promover o equilibrio da microbiota
intestinal quando ingeridos em quantidades adequadas. Tém sido utilizados principalmente para
diminuir a inflamacgéao intestinal restaurando o equilibrio da microbiota. A presenga de probidticos
no trato gastrointestinal do hospedeiro pode inibir a sobrevivéncia de micro-organismos
patogénicos mediante exclusdo competitiva por nutrientes, espacgo e sitios de adeséo as células
do epitélio intestinal, por modular a atividade imunoldgica, por inibirem a acdo de toxinas e pela
producdo de substancias antimicrobianas (ATASSI; SERVIN, 2010; FONTANA et al., 2013).

Dentre as diversas fontes onde podem ser isoladas bactérias probidticas, as abelhas e os
produtos da colmeia tém demonstrado grande potencial devido a presenga de bactérias lacticas
com capacidade para produzir substancias antimicrobianas. As bactérias lacticas apresentam
propriedades atrativas para a industria alimenticia e da saude, alguns estudos tém demonstrado
seu uso na conservagao de alimentos e controle de patdégenos, devido a producédo de metabdlitos
com propriedades antimicrobianas (SAADATA et al., 2019).

Considerando a importancia cada vez maior dos probiéticos, este boletim técnico tem como
objetivo descrever técnica de isolamento de bactérias lacticas da microbiota do trato
gastrointestinal e dos produtos da colmeia (mel e pdlen) de abelhas sociais e avaliar suas
propriedades probidticas. Na primeira etapa, os isolados provenientes da microbiota do trato
gastrointestinal e produtos da colmeia s&o selecionados quanto a morfologia celular, coloragao de
Gram e teste de catalase. Na segunda etapa, as culturas lacticas selecionadas sao entao testadas
guanto as suas propriedades probidticas por meio de testes de resisténcia a baixos niveis de pH,
presenca de sais biliares, agao antagonica frente a patdogenos de interesse alimentar e resisténcia
a antimicrobianos.

Para as diferentes etapas s&o apresentados esquemas e fluxogramas a seguir:
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ETAPA 1

1.1. Coleta e desinfecgao das abelhas

- As amostras devem ser acondicionadas em recipientes estéreis e transportadas imediatamente
para o laboratoério dando inicio aos experimentos.

- As abelhas devem ser transportadas em alcool 70%.

- As amostras devem ser processadas separadamente, analisadas e manipuladas de forma
asséptica para evitar contaminacao.

- Para evitar a coleta de grandes quantidades de amostras de abelhas, mel e pdlen é feito um
calculo proporcional a quantidade de diluente X amostra na etapa da diluicio.

- A sugestao é que sejam utilizados cinco tratos gastrointestinais por colmeia e 10 g ou mL para
cada amostra do mel “verde” e de polen.

- As amostras do trato gastrointestinal devem ser maceradas em tubo do tipo Eppendorf com 1
mL de agua peptonada a 0,1%.

Os topicos descritos na coleta e desinfecgao das abelhas estédo representados na Figura 1.

Abelhas em alcool
70%
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acondicionadas em Transportadas para Laboratério

‘ AMOSTRAS DE CADA COLMEIA ‘ reanieiEs eserers

I Extragédo do trato gastrointestinal |

!

@ ©)

Tubo Eppendorf com Dissecados compinca 03 lavagens com agua Desinfeccéo externa

agua peptonada 0,1% esterilizada destilada com 50|7UO§50 etanol
\ ° )

| Retirada do trato gastrointestinal |

(PATTABHIRAMAIAH et al., 2012)

Figura 1. Fluxograma para coleta e desinfec¢ao das abelhas.
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1.2. Isolamento de bactérias lacticas

- As amostras (mel e polen) devem ser homogeneizadas em 100 mL (para 10 g ou mL da amostra)
de agua peptonada (0,1%) e diluidas sucessivamente (até 10-) utilizando o mesmo diluente.

- As amostras do trato gastrointestinal devem ser diluidas em microtubos tipo Eppendorf com 900
ML do diluente.

- As amostras devem ser plagueadas em agar MRS (De Man Rogosa e Sharpe - KASVI) acrescido
de 0,004% de purpura de bromocresol, 0,5% de carbonato de calcio e incubadas em microaerofilia
a 37 °C por 48 horas (RENGPIPAT et al., 2008; OLOFSSON et al., 2014).

- As colbnias tipicas de bactérias lacticas (cor amarela), devem ser selecionadas e avaliadas
quanto a coloragcdo de Gram e teste de catalase (usar solugdo de 3% de peroxido de hidrogénio
H202) (COEURET et al., 2003).

- As col6nias Gram + e catalase negativa devem ser subcultivadas em agar MRS nas mesmas
condi¢bes descritas acima e estriadas para obtencio de culturas puras.

Os topicos descritos no isolamento de bactérias lacticas estdo representados nas Figuras 2 e 3.

10
10?2 10?3 10 105 10°€

- 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

—_— g —— "l — H — Hd —

L 10mL/10g da amostra +
100 mL de 4gua 9mL (H,0p)
Peptonada (H,0p)

!
|/ AATA

X X X N X X X N J N I

Agar MRS + 0,004% de purpura de bromocresol, 0,5% Em microaerofilia 3 37°C / 48 horas
= de carbonato de calcio

i !l Testes preliminares

Reisolamento | Vi

Em microaerofilia 3 37°C / 48 horas

Obtengdo de cultura pura e preservagio em glicerol 20%

Figura 2. Fluxograma para isolamento de bactérias lacteas.
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Figura 3. Fluxograma para obtencgao de culturas lacticas.

1.3. Preservacao de culturas lacticas

- As culturas lacticas devem ser estriadas em agar MRS para realizagdo de um novo teste de
Gram para confirmacéao da cultura pura.

- As culturas puras devem ser inoculadas em caldo MRS, incubadas a 37 °C.

- O material deve ser centrifugado e entdo o pellet homogeneizado junto com o glicerol 20% estéril
e caldo MRS.

- O material deve ser imediatamente incubado em freezer entre -80°C e -20 °C.

Os topicos descritos na preservagao de culturas lacticas estdo representados na Figura 4.
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Figura 4. Fluxograma para preservacgao de culturas lacticas.
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ETAPA 2

CARACTERIZAGCAO DO POTENCIAL PROBIOTICO

Atividade antagonista a micro-organismo indicadores

¥

Suscetibilidade a antimicrobianos mais utilizados na terapia humana

¥

Sobrevivéncia a baixos valores de pH e diferentes concentragoes de sais biliares

2.1. Atividade antagonista das bactérias lacticas

- A atividade inibitéria das bactérias lacticas é verificada conforme método descrito por Ryan et al.
(1996).

- As culturas lacticas sao ativadas em 5 mL de caldo MRS, incubadas por 24 horas a 37 °C.

- Microgotas de 5 pL de cada cultura lactica sdo inoculadas em placas contendo agar MRS por 24
horas a 37 °C.

- Uma sobrecamada de agar BHI (BRAIN HEART INFUSION- KASVI) (0,7%), contendo
separadamente os micro-organismos indicadores deve ser adicionada sob a superficie das placas
e incubada por 24 horas a 37 °C.

- A atividade antimicrobiana sera observada pela formac¢ao do halo de inibicdo pelas bactérias
lacticas sobre os micro-organismos indicadores.

- O espectro de inibigdo pode ser medido com auxilio de um paquimetro e definido da seguinte
forma: + fraca inibicdo (halos até 4 mm de didmetro), ++ média inibigdo (halos de 5 a 9 mm de
didmetro) e +++ forte inibigdo (halos a partir de 10 mm de didmetro) (CHIODA et al., 2007).

Os tépicos descritos em atividade antagonista das bactérias lacticas estao representadas
na Figura 5.
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Figura 5. Fluxograma para analise da atividade antagonista das bactérias lacticas.

2.2. Suscetibilidade a antimicrobianos

- A suscetibilidade das bactérias lacticas aos antimicrobianos é avaliada pela metodologia de
difusdo de discos em agar proposto pelo Instituto de Padrées Clinicos e Laboratoriais (CLSI) com
algumas modificagdes.

- Os antimicrobianos testados sao escolhidos de acordo com a literatura cientifica e com base no
uso em terapias humanas e/ou animal.

- Para realizacdo dos testes as culturas lacticas inoculadas em 5 mL de caldo MRS devem ser
padronizadas para uma densidade 6ptica (D.O) 0,08 a 0,10 (108 UFC/mL) a 625 nm.

- E utilizado um swab de algod&o estéril na suspensdo ajustada, e entdo a cultura lactica é
inoculada em placa com agar MRS para a aplicagdo dos discos antimicrobianos (CLSI, 2012).

- O didmetro do halo de inibicdo deve ser 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.

Os topicos descritos em suscetibilidade a antimicrobrianos estéo representados na Figura 6.
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Figura 6. Fluxograma para determinagao da suscetibilidade a antimicrobianos.

2.3. Sobrevivéncia das bactérias lacticas as condicoes de acidez e diferentes
concentragoes de sais biliares

- As culturas lacticas sao ativadas em 5mL de caldo MRS. Apds incubacéo a 37 °C por 24 horas,
as amostras devem ser centrifugadas e o pellet utilizado para os diferentes tratamentos.

- Para verificar a resisténcia a acidez, as culturas lacticas (D.O 0,6 a 600 nm) s&o 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 deve ser coletada apds o periodo de 3 horas, diluidas em solugao
salina (0,85%) e plaqueadas em agar MRS (microgotas com 20 pL)

- A sobrevivéncia dos isolados nessas condigdes é verificada pelo crescimento das coldnias apos
24 horas de incubagéo a 37 °C (ERKKILA; PETAJA, 2000; PENNACCHIA et al., 2004).

- A verificag&o da viabilidade das culturas lacticas a diferentes concentragdes de sais biliares (p/v)
segue a metodologia anterior utilizando os seguintes tratamentos: 0,0% (controle); 0,05%; 0,1% e
0,5% (ERKKILA; PETAJA, 2000; PENNACCHIA et al., 2004).
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Os tépicos descritos em sobrevivéncia das bactérias lacticas as condi¢cdes de acidez e diferentes
concentragdes de sais biliares estao representados na Figura 7.
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Figura 7. Fluxograma para determinar a sobrevivéncia das bactérias lacticas expostas as
condicoes de acidez e as diferentes concentragoes de sais biliares.
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