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RESUMO

/Este trabalho tem como objetivo contribuir com dados
para a Genética Ecolégica da urugu da zona da mata do
nordeste (Melipona scutellaris, Latreille, 1811).

Foi avaliada quantitativamente a microflora de
diferentes componentes da colméia das abelhas sem ferrdo
Melipona scutellaris. As culturas quantitativas foram
realizadas em agar tripticase soja (TSA) e MacConkey para
o mel, pélen, prépolis e alimento do alvéolo, sendo este
ultimo, coletado das porgbes superior (1), intermediaria (1)
e inferior (lll) do alvéolo de cria. As colonias foram
descritas quanto as suas caracteristicas e os isolados
representativos, identificados por meio de testes
bioquimicos.

Os microorganismos isolados para a devida
identificacdo foram os bastonetes Gram positivos, apesar
de terem sidos encontrados também cocos Gram positivos,
fungos e crescimento de colonias em agar MacConkey
(Bacillus entéricos Gram negativos). O nivel de
contaminacdo foi diferente nos diversos materiais
investigados, sendo mais alto no prépolis (5,3 x 10° ufc/mL)
e no mel (3,5 x 10* ufc/mL). A morfologia das colénias foi
aproximadamente a mesma. As espécies identificadas entre
os isolados e suas porcentagens sédo: Bacillus laterosporus
(35,38%), Bacillus firmus (12,30%), Bacillus circulans
(10,76%), Bacillus licheniformis (9,23%), Bacillus brevis
(6,15%), Bacillus subtilis (6,15%), Bacillus anthracis

(4,61%), Bacillus macerans (4,61%), Bacillus coagulans

x
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(3,07%), Bacillus megaterium (3,07%), Bacillus
stearothermophilus (3,07%) e Bacillus sphaericus (1,53%).
Entre os Bacillus identificados estdo incluidos cinco
espécies (Bacillus circulans, Bacillus licheniformis, Bacillus
macerans, Bacillus sphaericus e Bacillus subtilis) que
podem estar associadas a doengcas em pacientes
predispostos e intoxicagdes alimentares, alem do Bacillus
anthracis, agente do antrax (BRAUDE et al.,, 1981;
WILLIAN, 1981; LUND, 1990; MANDELL et al., 1995). Os
resultados, apontam o prépolis e o mel como os materiais
com nimeros mais significativos (maior que 10* ufc/mL) de
bactérias. Os isolados de Bacillus subtilis corresponderam
a 11% (5,8 x 10° ufc/mL) no prépolis.




ABSTRACT

The objective of this work was to contribute with data for the
genetic ecology of urugu (Melipona scutellaris, Latreille, 1811.) that
is peculiar of north - east from Brazil.

We evaluated the quantity of the microflora of different
compounds of beehive of Melipona scutellaris. That are bees without
sting. The quantities cultures were done in Tripticase Soya Agar
(TSA) and MacConkey agar to honey, pollen, propoli and cavity food,
this later was collected on higher, intermedium and lower portions of
the cavity breed. The bees colonies were described by them nature
caracteristics and the isolated representatives, and identified by
biochemical tests. The microorganisms identified were gram
positives staffs, gram positives coccus, fungus and enteric gram
negatives Bacillus. The level of contamination was different in the
several investigated materials, being higher on propoli (5,3 x 10°
ufc/mL.) and honey (3,5 x 10* ufc/mL). The morphology was the same
in all colonies.

The identified species between the isolated and your
percentages are: Bacillus laterosporus (35,38%), Bacillus firmus

(12,30%), Bacillus circulans (10,76%), Bacillus licheniformis (9,23%),

xi
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Bacillus brevis (6,15%), Bacillus subtilis (6,15%), Bacillus anthracis
(4,61%), bacillus macerans (4,61%), Bacillus coagulans (3,07%),
Bacillus megaterium (3,07%), Bacillus steathermophilus (3,07%),
Bacillus sphaericus (1,53%).

Between the identified Bacillus five species are included
Bacillus circulans, Bacillus licheniformis, Bacillus macerans, Bacillus
sphaericus e Bacillus subtilis, that could be associate on diseases in
patient With predisposition and food intoxication, furthermore we
found Bacillus anthracis that is the, Antrax agent (BRAUDE ef al.,
1981; WILLIAN, 1981; LUND, 1990; MANDELL et al, 1995). The
results put forward the propoli and honey how the materials with
more significant amount (more than 10% ufc/mL) of bacteries. The

isolated of Bacillus subtilis correspond to 11% (5,8 x 10 ufc/mL) in

the propoli.

Xii
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ESTUDO DA FLORA MICROBIANA EN COLMEIA
DE Melipona scutellaris latreille, 1811.

I- INTRODUGAO
ASPECTOS DA BIOLOGIA DE Melipona

As abelhas brasileiras sem ferréo estéo distribuidas em
mais de 50 géneros que variam em anatomia externa e
interna, em tipo de ninhos, em comportamento, em fonte de
proteina (podlen, folhas, carnica) e, também, em uma gama
de microorganismos - tudo isso formando um micro-habitat
para cada espécie. Este trabalho tem como alvo contribuir
com dados para a genética ecologica da urucu da zona da
mata do nordeste (Melipona scutellaris).

Taxonomicamente, as abelhas pertencem ao Phillum
Arthropoda, classe Insecta, subclasse Pterigogénea, ordem
Hymenoptera, subordem Apocrita, superfamilia Apoidea, a
qual é subdividida em oito familias, a saber: Colletidae,
Andrenidae, Halictidae, Melittidae, Fidelidae, Megachelidae,
Anthophoridae e Apidae. DUCKE (1919) por achar as
diferengas desses géneros insuficientes para uma
separagdo entre eles, agrupou-os em um unico Género
Melipona. MOURE (1946) considera as abelhas nativas na
familia Meliponinae e as divide em trés Tribos: 1)

sub

Meliponini, com doze géneros, entre eles Melipona e
Plebeia, 2) Trigonini, com oito géneros e 3) Lestrimelittini,

com um unico género. SHWARZ (1948) admite trés

1




géneros: 1) Lestrimellita, 2) Melipona e 3) Trigona, assim
como KERR (1949). Atualmente conhece-se quatorze
espécies e cinqienta e nove subespécies do género
Melipona (KERR, 1949).

As abelhas, material bioldgico, objeto do presente
estudo, pertencem a:

Familia: Apidae; Subfamilia: Meliponinae: Tribo-
Meliponini, Espécie: Melipona scutellaris, Latreille, 1811.

Meliponinae s&o abelhas eusociais e, portanto,
apresentam sobreposicdo de geragdes adultas, com
interagcbes sociais muito complexas e um sistema
cooperativo em que a divisdo de trabalho e as castas sio
bem definidas. Meliponinae s&o abelhas sem ferrao, nativas
em florestas tropicais. Os ninhos estdo localizados em
cavidades e consistem em agrupamento de favos
horizontais e potes elipsoidais, para armazenamento de mel
e poélen. As abelhas secretam cera que, misturada com
resinas de plantas, é utilizada para construcdo dos potes
de armazenamento. As resinas servem como agente
biocida (MICHENER, 1974; ROUBICK, 1989). A maioria das
colénias tem abertura de entrada de tamanho suficiente
para péssar uma Unica abelha. As resinas de plantas, a
cera e outros materiais utilizados na construgdo do ninho
estdo bem localizados, protegendo-o da agéo da agua e de
predadores.

Comparando o comportamento de alimentagdo das
larvas de Apis, Bombus e Melipona, MACHADO (1971)

2
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verificou diferencas. Em Bombus, uma vez confeccionado o
alvéolo de aprovisionamento, a primeira abertura na cera,
para colocar o alimento, e feita embaixo ou lateralmente,
em relacdo a posicédo das larvas, sendo o alvéolo fechado
com massa alimentar de pdlen, mel e secreg¢do glandular.
Em Apis, a rainha faz postura em alvéolo sem alimento e
quando o ovo eclode, as operarias depositam geleia real
até o terceiro dia de vida de todas as larvas, dai em diante,
as due darao origem a machos ou operarias recebem mel e
pélen, por mais trés dias, enquanto que as larvas que darao
origem a rainha continuam recebendo geléia real por mais
trés dias, completando seis dias de alimentacdo, quando o
alvéolo é fechado, permanecendo assim até a emergéncia
do adulto. Em Melipona, a alimentacdo € massal, cada
alvéolo recebe o alimento antes da oviposigdo pela rainha e
& selado logo apéds, sendo aberto somente para a
emergéncia do adulto. O alimento € constituido de polen,
mel e enzimas de origem glandular, sendo que na parte
inferior do alvéolo deposita-se uma grande quantidade
pélen.

As meliponas usam potes de cera, destacados dos

favos de cria, para armazenamento de mel e pélen,
enquanto que Apis utiliza os proprios alvéolos, iguais aos
de cria, para tal armazenamento.

Em Apis mellifera, a selegdo, coleta, estocagem e uso
de polen aumentam com O tamanho do ninho e a

quantidade de pélen coletado € grande durante os estagios

3
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dos ovos e decresce, na fase adulta (HELLMICH &
ROTHENBUHLER, 1986).

O propolis &€ um produto natural produzido pelas
abelhas a partir de resina de arvores. As abelhas usam
propolis para preencher as fendas da colméia e,
principalmente, para evitar, por meio de mumificagcdo com
prépolis, a decomposi¢do de organismos mortos, tais como
besouros, baratas e até, ocasionalmente, ratos que entram
na mesma (BRUMFITT et al., 1990).

Os produtos derivados das abelhas apresentam
caracteristicas antibidticas (FREUDENBERG & LIEBIGS,

1947: KALOUSEK et al., 1955). O prépolis é ativo contra
Streptococcus, Staphylococcus e E. coli (DIMOV et al.,
1992) e é vendido como produto medicinal, sendo descrito
como uma substadncia que promove a saide humana
(WEARVER, 1964; HIGASHI & CASTRO, 1994). O prépolis
tem sido usado por sua atividade antimicrobiana.

As abelhas sociais € solitarias apresentam, para seu

desenvolvimento fisico, fisiologico e adaptagdo quimica

normais, controle da deterioracdo dos estoques de

alimentos (ROUBIK, 1989). Essa adaptacdo, em adicdo ao

potencial mutualistico com o0s micrébios e outros

organismos, ¢ importante, principalmente, para espécies

perenes, que dependem do armazenamento de alimentos
em ambientes tropicais.
Com o objetivo de determinar a taxa de sobrevivéncia

de espécies de microorganismos e para indicar se ha uso

4




deles pelas abelhas, na pré-digestdo, converséo,

fermentacdo e preservagdo dos alimentos estocados,
o poéblen difere

de

verificou-se que em Apis mellifera,
bioquimica e  microbiologicamente da flora
Curcubitaceae de onde provém (GILLIAM, 1979; LOPER et
al., 1980; STANDIFER et al., 1980; GILLIAM et al., 1990).

Leveduras e bactérias do género Bacillus, apresentam
rotineiro na conversdo do poélen coletado pelas

papel
(GILLIAM, 1979). Bacillus tém existéncia

abelhas
saprofitica e estdo amplamente distribuidos na natureza. As

diversas caracteristicas fisioldgicas exibidas pelos

microorganismos desse género estdo refletidas nas

variedades das espécies mesofilas facultativas, termofilas

obrigatorias e  facultativas, psicrofilas, acidofilas,

halofilicas, que sdo capazes de sobreviver na forma de
esporos ou de crescer em condigdes extremas (GILBERT et
al., 1980). O género Bacillus inclui cinquenta e uma
espécies descritas e validadas, além de outras n&o citadas.

Do ponto de vista fisico, o mel é um fluido, em forma
de dispersdo coloidal aquosa, composto de particulas de
varios tamanhos, tais como ions inorgénicos, sacarideos,
macro-moléculas de proteinas, polissacarideos, esporos de
leveduras, mofos e grandes particulas de gréos de pélen. O

mel &, superficialmente, um xarope, formado com cerca de

84% de soélidos, sendo que, basicamente, seus

consistuintes sdo a glicose (dextrose) e frutose (levulose).

As suas propriedades (viscosidade, indice de refragao,

5
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densidade) diferem pelas suas solugbes aquosas de
acucares invertidos (JEPSON & SMITH, 1953; TONNIES &
KOLB, 1951; MAEDA et al., 1962; MAURIZIO, 1968).

O mel fabricado pelas abelhas & produzido a partir de
néctar das flores (fluidos doces das plantas) e tanto ele
quanto o polen funcionam como chamariz oferecido aos
polinizadores (insetos, passaros, morcegos e, raramente,
outros animais). O mel depende do total de neéctar
secretado e da concentragdo de agucar que o constitui
(conforme a planta, varia de 79% a 15%). As abelhas néao

procuram néctar em temperaturas abaixo de 12° C (CRANE,
1979).

O mel contém enzimas (invertases, diastases,
peptidases € proteinases) derivadas da secregcdo das
glandulas salivares e do trato digestivo das abelhas (LAXA,
1923). E composto de 0,2 a 1,8 % de nitrogénio, 70 a 90 %
de aminoacidos ou amidas e de 90 a 95 % de carboidratos
(incluindo-se varios aclicares, até mesmo os que ndo fazem
parte da seiva das plantas). O espectro de carboidratos
pode afetar a composicdo do mel (STITZ, 1930; STISON et
al., 1960; SUBERS et al., 1966; PORTALIER, 1967; WHITE
& KUSHNIR, 1967; PETERSON, 1983), desde que nem

todos os acgucares sdo de igual atragdo para as abelhas

(MAURIZIO, 1975).
As proteinas sao o0s principais constituintes do pélen,

seguido de aglicares, agua, vitaminas, enzimas, lipides,
leveduras e ions (WEAVER, 1964).
6



Estudando 18 plantas de guarana, em Manaus - AM,
GONDIN (1984) descreveu a biologia floral e os seus
agentes polinizadores e encontrou nessas flores, cinco
ordens de insetos (Coleoptera, Diptera, Hymenoptera,
Hemiptera e Lepidoptera). Desses, os principais eram os
meliponineos (32 %) que tanto visitavam as inflorescéncias
masculinas quanto femininas. Entre todas as espécies de
abelhas dos géneros Apis, Melipona, Trigona,
Scaptotrigona, Tetragonisca etc. que se estudou, verificou-
se que existem abelhas que tem maior tendéncia a coletar
polen do que néctar e outras, em que ocorre o contrario. A
maioria das Melipona & melhor polinizadora do que Apis
porque, ao sair de uma flor, voa entre um a trés metros,
antes de pousar novamente. Ha flores cujas anteras sio
(Solanaceas, Cesalpinaceas, Bixaceas e

poricidas
Melastomataceas) e que s&o as especialidades das

Melipona (KERR, 1987).
ABSY & KERR (1977) estudaram poélens trazidos,

diariamente, durante um ano, por 267 operarias de

Melipona seminigra merrillae e constataram que as abelhas
coletaram polen de 25 géneros. ABSY et al., (1980)
ampliaram esses estudos e registraram que 3/4 do total das
plantas s&o visitadas por abelhas polinizadoras.

Os meliponineos terdo, no futuro, grande uso na
polinizacdo, devido a sua alta eficiéncia em plantas nativas

e, também, pelo fato de néo terem ferrdo. Por esse motivo
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e necessario atencéo para que nao haja destruigdo de suas
coldnias.

Alguns pesquisadores tem contribuido para estudos da
microflora normal de abelhas meliferas, seuy alimento e
ambiente. Para determinar o papel dos microorganismos na
bioquimica, nutricdo e fisiologia de Meliponineos, GILLIAM,
et al. (1987, 1989, 1988) estudaram o canal alimentar
maduro de abelhas operarias, que contém uma diversidade
de microflora devida, provavelmente, ao consumo de pélén:
e dos demais alimentos. Segundo esses autores, a,»
microflora intestinal das abelhas & dominada por bactérias
Gram variaveis, podendo ser encontradas bactérias Gram
positivas e Gram negativas, principalmente, os
microorganismos Bacillus spp, Enterobacteriacae,
Penicilium e Aspergilium e, em algumas condicgbes,
leveduras, as quais sdo representadas por Torulopsis spp.

Microorganismos associados com abelhas podem ser
parasitas, comensais ou mutualistas, sendo que alguns
podem infectar as abelhas e quando mais velhos, podem

destruir o armazenamento de pédlen. A presenca desses

microorganismos nos ninhos pode ser, ainda, de
fundamental importéncia para a conversdo metabdlica ou
preservacdo dos alimentos em ambientes Umidos e
quentes.

Exame do material do ninho de Centris flavofasciata,
Xylocopa californica arizonensis e Crawfordapis luctuosa,

revelou a presenca de microorganismos, particularmente,

8
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do género Bacillus. Foi demonstrado que provisées dos
ninhos de Centris flavofasciata continham  Bacillus
licheniformis, Bacillus cereus e Bacillus subitilis. Foram
encontrados, no polen coletado por Xylocopa ¢,
arizonensis, Bacillus circulans, Bacillus pumilus e Bacillus
Subitilis e, também, em Crawfordapis luctuosa, um Bacillys
nao identificado, similar ao Bacillus sphaericus (GILLIAM et
al., 1990).

Microorganismos do género Bacillus sdo usados para
produzir e secretar enzimas antibidticas e acidos graxos,
desenvolvendo duas tarefas: a) conversdo metabélica: b)
controle na competicdo, para evitar a deteriorizacdo dos
alimentos. Foram feitas associacées do mel e pdlen
(coletado e estocado) com Bacillus em Apis mellifera
(GILLIAM, 1979) e Melipona quadrifasciata (MACHADO,
1971) com a finalidade de se relacionar Bacjliys com
conversdo metabodlica, competicdo e deteriorizacdo dos
alimentos.

Foram obtidas concentracées de Bacillys IarVae,
isolados em uma mistura de populagbes de Bacjllys larvae
e Bacillus alvei, presentes nas larvas, no mel, pélen e cera
em colméias de Apis mellifera acometidas por AFB -
American Foulbrood (GOLDSCHMIDT & BURKERT, 1955;
GOCHNAUER, 1973; HORNITZKY & KARLOSVSKIS, 1989;
REBOLI & BRYAN, 1989; ALLIPI, 1991).

'Em Apis mellifera, infectadas por Baci/lys larvae, nao

foi encontrada produgéo de substancias antibacterianas

9



sintetizadas a partir desse patogeno (GLINSKI & JAROSCZ,
1992; NISKAGEN et al., 1995).

PINNOCK & FEATHERSTONE (1984) encontraram
Melissococcus pluton, agente da European Foulbrood, na
ordem de 10° células/mL em Apis mellifera (BAILEY &
COLLINS, 1982).

Em fezes de larvas de Apis mellifera, em um total de
104 isolados microbianos, 0s microorganismos
encontrados, em ordem de frequéncia, foram Bacillus spp,
actinomycetos e leveduras (GILLIAM & PREST, 1987).

Foi verificada a presenca de Bacillus larvae, Bacillus
alvei e Bacillus laterosporus em larvas mortas de Apis
mellifera (ALLIPI, 1991).

Ha reducdo da mortalidade de larvas de Apis mellifera
inoculadas com Bacillus larvae e, posteriormente, tratadas
com chlortetracycline, embora esse composto, em altas
doses, retarde o crescimento e desenvolvimento larval,
causando pigmentacdo precoce em estagios iniciais (PENG
et al., 1992).

Analisando a influéncia da idade, antibidtico, estacdes
do ano e pdlen, na presenca de microorganismos intestinais
em operarias de Apis mellifera, GILLIAM et al. (1988)
encontraram uma bactéria Gram variavel, ndo classificada
segundo os padroes de classificacdo existentes. Os
Bacillus spp foram numerosos durante o outono. No verao
seqiente, foi encontrada uma grande quantidade de

esporos que, juntamente com mofos e leveduras, foram os

10
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que mais variaram em freqiéncia nas diferentes épocas do
ano. Os mofos ndo foram encontrados nos intestinos das
abelhas durante a primavera, porém foram encontrados no
outono. A presenca de leveduras foi um indicativo de

esiresse.

Avaliando a conveniéncia do sistema API 50 CHB para }'

identificacdo e caracterizagdo bioquimica do Bacillus
larvae, agente causador de doengcas em Apis, CARPANA et
al.,, (1985) concluiram que esse sistema pode ser usado
com base na variagdo e na acidificacdo dos carboidratos.

A deteccdo metodologica para identificacdo dos
microorganismos do género Bacillus €& feita por testes
microscopicos e testes bioquimicos tais como, reagédo de
Gram, catalase, Voges Proskrauer, amido, decomposigao

de gelatina, citrato e fermentagdo de manitol (ALIPPI,

1991).

I1
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Il- OBJETIVOS

1. Avaliar quantitativamente as bactérias presentes no mel, pdlen
alimento do alvéolo e prépolis de Melipona scutellaris. |

2. Verificar a presenca ou néo de espécies de Bacillus patogénicos
para as abelhas e para o homem, em colméia de Meljpona
scutellarts.

3. Contribuir para o estudo da Ecologia a que estd submetida a
Melipona scutellaris com relagdo a sua alimentagéo e fornecer

dados para estudos Eco-Genéticos.

12
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Ill- MATERIAIS E METODOS
-1 - MATERIAL:

O material bioldgico utilizado no presente estudo constituiu-se
de abelhas Melipona scutellaris, provenientes de Lencois - BA e
Catu - BA, mantidas no Meliponario Uberlandia-MG. Foram

coletados e analisados quanto a presenca de microorganismos:
a) alimento depositado pelas operarias nos alvéolos de cria,
b) mel e pdlen, dos potes de armazenamentos e

c) propolis, que estava vedando as aberturas da colméia.

Il - 1.1 - ALIMENTO DOS ALVEOLOS DE CRIAS:
O alimento das crias, contido em alvéolos, foi coletado e

analisado, considerando-se as subporgées:
- Terco superior: alimento contido na porcao superior do alvéolo de
cria (designado de |).
- Porgéo intermediaria: alimento contido na porgéo intermediaria do
alvéolo de cria (designado de Ii).
- Tergo inferior: alimento contido na porcéo inferior (fundo) do alvéolo
de cria (designado de Ill).

De cada um dos cinco alvéolos analisados, foram recolhidos 35
ul dos alimentos das porgoes I, Il e M com auxilio de uma

micropipeta regulavel Socorex, de 100 pl.

13
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- 1.2 - MEL:

Foram retirados 10 g de mel dos potes de armazenamento e

preparou-se uma solugdo a 10% em agua destilada esterilizada.

1.3 - POLEN:

Foi retirado 1 g de pdlen dos potes de armazenamento e

preparou-se uma solucéo a 10 % em agua destilada esterilizada.

1.4 - PROPOLIS:
Foi raspado 1 g de propolis da tampa da colméia, colocado em

gral de porcelana e triturado com 0,25 mL de solugdo concentrada

de Tween-80. Em seguida foi preparada uma solugéo a 10% em

agua destilada e esterilizada.
As solucdes foram feitas em duplicatas e mantidas em

refrigerador (40 C) até o momento de se realizar as contagens das

viaveis, em tempo néo superior a uma semana.

i - 2 - METODOS:

lll - 2.1 - AVALIACAO MICROBIOLOGICA QUANTITATIVA
A partir de 1 mL das solugdes dos alimentos dos alvéolos (l, II,
1), polen, mel e propolis foram preparadas diluigées decimais (10 e
102) utilizando 4gua destilada esterilizada.
Aliquotas de 0,1 mL foram inoculados em placas de agar
tripticase soja (TSA) e agar MacConkey, espalhados com alca de

Drigalski, seguindo-se de incubacgao, a temperatura ambiente, por 48

horas.

14




O nUimero de coldnias de bactérias (ufc = unidade formadora de
colénia por mililitro ou por grama) foi determinado para cada
experimento investigado. As colbnias representativas em TSA foram
selecionadas com base nas caracteristicas de dimenséo, presenca
de pigmentos, borda, morfologia e afinidade pelo Gram. Os materiais
coletados nas colméias de Melipona scutellaris foram subcultivados
em tubos de caldo tripticase soja (TSB) contendo 2 mL do meio de
cultura, por 24 horas a 37° C, para a leitura da coloragdo de Gram.,
As culturas resultantes foram mantidas em freezer (-20° C) em agar

estoque, até o momento da identificagéo.

2 . 2 - IDENTIFICACOES DAS ESPECIES DE Bacillus

As culturas mantidas a -20° C foram descongeladas e
subcultivadas em tubos contendo TSB, por 24 horas a 37° C, para o
preparo dos inoculos.

Os testes utilizados na identificagéo dos microorganismos foram
os seguintes: Voges Proskauer (pesquisa de acetoina), atividade
catalasica, redugdo de nitrato, produgéo de indol, crescimento em
meio de tioglicolato, crescimento na presenca de 6,5% de cloreto de

sédio, hidrolize do amido, manitol, fermentagéo de arabinose e xilose

(Figuras 1A, 1B,1C).

15




FIGURA 1 A - Visualizagédo da Diferenca para o Teste de

Voges Proskrauer.
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FIGURA 1 B - Teste em Meio SIM Mostrando a Mobilidade

Bactéria.

17
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FIGURA 1 C - Crescimento de Bactérias em Meio Manitol. Teste

Positivo: Mudanga da Cor Vermelha do Meio para Amarelo

Translucido.
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IV- RESULTADOS

Os microorganismos isolados a partir dos componentes da
colméia da Melipona scutellaris foram bastonetes (Figuras 2 e 3) e
cocos Gram positivos, com caracteristicas de Bacillus e
Micrococacea, respectivamente. Foram encontrados dois fungos
(Figura 4) sendo um proveniente do prépolis e o outro do polen, além
de bactérias Gram negativas nos inéculos do mel (2,0 x 101 ufc/mL)
e do propolis (3,0 x 10? ufc/mL) nas placas de agar MacConkey, as
quais ndo foram avaliadas pela coloragdo do Gram.

Os resultados relativos a presenca de microorganismos
evidenciaram uma maior contaminagdo no propdlis (53 x 10°
ufc/mL) e no mel (2,2 x 10° ufc/ g) conforme mostra a Tabela 1. O
nimero de micoorganismos foi menor, da ordem de 10° ufc/mL ou
menos, nos alimentos dos alvéolos de cria.

Em virtude da importéncia do género Bacillus, isolados com os
quais trabalhamos, nao foram identificados os microorganismos do
tipo cocos Gram positivos que foram encontrados e representaram
7,0 x 10" ufc/mL no polen, 1,0 x 10" ufe/mL no mel e 1,0 x 10!
ufc/mL, na porcdo | do alimento do alveolo. Tampouco, foram
identificadas as bactérias Gram negativas. A Tabela 2 relaciona o

numero de unidades viaveis de Bacillus nos diferentes componentes

de colméia de Melipona scutellaris.
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FIGURA 2 - Resultado da Coloracéo de Gram em Mel retirado da

Colméia de Melipona scutellaris em: 1 e 2 - Bacillus, Gram positivo

20
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FIGURA 4 - Crescimento de Col6nias de Fungos em Propolis de

Melipona scutellaris (1 € 2).




TABELA 1 - Contagem de microorganismos viaveis nos diversos

materiais coletados na colméia de Melipona scutellaris.

Material

Propolis
Mel
Polen
I
Il
I

TABELA 2 - Contagem de Bacillus no

Contagem (ufc/mL)

5,3 x 10°
2,2 x10°
4,0 x 10*
4,0x10°
4,0 x 10
3,0 x 10

na colméia da Melipona scutellaris.

Material
Propolis
Mel
Polen
I
Il
fli

s diversos materiais coletados

Contagem (ufc/mL.)

5,3 x 10°
3,5 x 10*
1,1x10°
6,0 x 107
4,0x 10’
3,0x 10

b
i
|
I3
¥
i




A Tabela 3 apresenta os numeros dos diferentes tipos de

morfologia das col6nias encontra
s, bem como O namero de amostras que foram

dos em cada um dos materiais

investigado

investigadas € estocadas
ontaminagdo tenha sido diferente nos varios materiais

para posterior identificacdo. Embora o

nivel de ¢

investigados, a diversid
amente a mesma, excetuando-se o alimento da parte

ade quanto a morfologia da col6nia foi

aproximad

superior do alvéolo (1) onde foram encontrados trés tipos diferentes

organismos, Nas diferentes col6nias.
tipos morfoldgicos, considerando dimensdes
’

de micro

As descricdes dos

presenca de pigmentos, forma, bordas, aparéncia da superficie e

consisténcia, para o
lo (1, It e lll) estdo relacionados nas Tabelas 4, 5,6, 7,8 e 9

s isolados de propolis, pélen, mel e alimento do

alvéo

respectivamente.
As figuras 9, 6,7, 8¢e9 mostram as variacbes de forma e

presenca de pigmentos nas colénias isoladas nos componentes da

colméia de Melipona scutellaris.
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TABELA 3 - Tipos de coldnias de microorganismos e numero de

isolados selecionados dos material

Melipona scutellaris.

Material

Propolis
Pélen
Mel
I
I

i
I

s coletados na colméia da

Numero de isolados

Variedades

Morfoldgicos das

Estocados Coldnias
18 09
15 06
14 06
05 03
05 05
09 08

25
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TABELA 4 - Caracteristicas das colénias de microorganismos dos

s de Propdlis das colméias da Melipona scutellaris.

isolado
Nomeroda | Dimensoes Cor Forma, borda,
Colénia (mm) aparéncia da
superficie e
consisténcia
1 18 creme irregular
2 12 creme circular
3 16 creme ondulada
4 12 branca irregular
5 10 branca rizéide
6 25 branca irregular, rugosa
7 8 branca irregular, rugosa
8 creme redonda
9 6 creme rizéide
I—
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TABELA 5 - Caracteristicas das colénias de microorganismos

isoladas do Mel dos potes de Melipona scutellaris.

Numero da Dimensoes Cor Forma, borda,
Colénia (mm) aparéncia da
superficie e
consisténcia
1 20 branca rizéide
2 <1 branca ** rizéide, pastosa*
3 50 creme rizéide
4 33 creme rizoéide
5 3 creme redonda
6 20 creme irregular,
pastosa®

* 0O termo pastosa sé refere a forma “putyrous”, descrita na literatura.

** Grifo para colénia de Bactérias com Cheiro Forte.

27
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TABELA 6 - Caracteristi

isolados de Polen de Melipona scutellaris.

cas das colénias de microorganismos

TABELA

isolados dos Alimento

Numero da

Colonia

*O termo pastosa s€ refere a forma “buty

Niimero da Dimensoes Cor Forma, borda,
Colénia (mm) aparéncia da
superficie e
consisténcia
T 50 creme rizéide
2 10 branca rizoide
3 3 alaranjada redonda
4 10 creme rizdide
5 7 branca rizéide
6 17 branca irregular,
pastosa*
rous”, descrita na literatura.

7 - Caracteristicas das colénias de microorganismos

do Alvéolo (1) de Melipona scutellaris.

Dimens6es Cor Forma, borda,
(mm) aparéncia da
superficie e
consisténcia
creme irregular
branca irregular
13 creme irregular,
pastosa*

——_—————-’-—-———_——’-——_ by Il
*O termo pastosa s€ refere a forma “butyrous

28
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TABELA 8 - Caracteristicas das colbnias dos microorganismos

isolados do Alimento do Alvéolo (Il) de Melipona scutellaris.

Numero da Dimensodes Cor Forma, borda,
Colénia (mm) aparéncia da
superficie e
consisténcia
1 9 creme irregular,
pastosa*
2 50 branca irregular,
pastosa*
3 10 branca irregular,
pastosa*
4 18 branca irregular,
pastosa*
5 3 salmao circular,
céncava/
convexa

a for
*O termo pastosa se refere

29
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TABELA 9 - Caracteristica

() de Melipona scutellars.

Numero da

Colbnia

o g b ODN

*O termo pastosa S€

refere @ forma

Dimens0es

(mm)

W = ;1N

N
O

50

30

s das colonias isoladas do

Alimento Alvéolo

Cor Borda e Forma,
borda, aparéncia
da superficie e
consisténcia
Forma
amarela irregular,
convexa
amarela rizéide
creme irregular, rugosa
branca circular, rugosa
amarela circular
branca irregular,
pastosa*
creme crescimento
sobreposto
- branca irregular,
pastosa*

“putyrous”, descrita na literatura.
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microorganismo em placas de TSA

FIGURA 7 - Crescimento
a scutellars: 1) Coldnias Brancas,

com: Propolis de Melipon
2 e 3) Colonias tipicas s de Bacillus (Colénias Grandes,

Irregulares;
Pastosas € Onduladas)-
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organismo em placas de TSA

. micro
_ Crescimento d€ :
FIGURAISd i scutellaris: 1) Colonia Branca, Regular e
e A 30 Ci
Zom Mez) cofonia Branca e Irregular, 3) Colonia Salmao, Circular e
ircular,
Convexa.

34



FIGURA 9 - Mel de Meljpona scutellaris - Crescimento de col6nia em
Placas de TSA com Mel de Melipona scutellaris. Colénia com Forma

Regular, Tamanho Pequeno e Cor Alaranjado (seta).
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GORDON et al. (1973) subdividem Bacillus em

trés grupos, com base na morfologia dos esporangios e

€sporos, a saber:
® Grupo 1 - nao dilatado com esporo eliptico, central oy

terminal, Gram positivo, apresentando 2 subgrupos - a)

largura maior ou igual a 1pm (celulas grandes) - b)

largura menor que 1 um (células pequenas);

® Grupo 2 - dilatado com esporo eliptico, central oy

terminal, Gram variavel e
® Grupo 3 - dilatado com esporo esférico, subterminal oy

terminal e Gram variavel.
As espécies que nao pertencem a nenhum desses,

foram colocadas em um quarto grupo. As mais importantes

incluem: Bacillus megaterium € Bacilus cereus, no

Bacillus licheniformis, Bacillus subtjljs,
jus firmus, Bacillus coagulans, no

Bacillus  macerans,

Subgrupo 1a;

Bacillus pumilus, Bacil
Subgrupo 1b; Bacillus polymyxa,
ns, Bacillus stearothermophilus, Bacillus

Bacillus circula
alvei, Bacillus laterosporus Bacillus brevis, no Grupo 2:

Bacillus sphaericus no Grupo 3, e Bacillus anthracis,
Bacillus thuringienss € a subespécie mycoides, no Grupo 4
(GOCHNAUER, 1973; FEELY & PATTON;  1980;
WEARVER, 1980; | ENNETTE ef al., 1980; BALOWS et a/.,
1980: KRAMER et al., 1982 KONEMAN et al., 1989:

TUAZON, 1995; TORTORA et al, 1995, TURNBULL g

KRAMER, 1995).
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Nesse trabalho ndo foi considerada essa subdivisgo
Prévia, com base nas morfologias das células vegetativas e
dos esporos, partindo-se diretamente, para a identificacso

das respectivas espécies.
Em nosso estudo, apenas dois dos isolados de Bacillus nio

foram identificados a nivel de espécie. Como mostra a Tabela 10,

houve uma predominancia de Bacillus laterosporus (35,38%) e

Foram encontrados outros dez

Bacillus  firmus (12,30%).
representantes desse género: Bacillus anthracis, Bacillus brevis,

Bacillus circulans, Bacillus coagulans, Bacillus licheniformis, Bacillus
Macerans, Bacillus megaterium, Bacillus  sphaericus,  Bacillus
Stearothermophilus e Bacillus subtilfs.

As andlises das contaminagoes pelos microorganismos maijs

prevalecentes nos diversos materiais, mostraram pequenas
nto houve 4,61% de Bacillus

Variages. Na porgdo | do alime
ras espécies de Bacillus estavam

laterosporus, enquanto que out
representadas com menos da metade disso (1,53%). Na porcéo I,

destacam-se os Bacillus firmus € Bacillus laterosporus com 6,15%

dos identificados.
Algumas espécies de Bacillus foram encontradas em apenas
dois dos materiais analisados, como mostra a Tabela 10. Assim, o
Bacillus anthracis s6 foi isolado no polen e na porgéo il do alimento;
0 Bacillus brevis, ho mel e alimento I; o Bacillus coagulans no mel e
alimento II; o Bacillus licheniformis, no propolis e no alimento [; o
Bacillus sphaericus, N0 alimento Il; o Bacillus stearothermophilus, no
o Bacillus subtilis, no prépolis e mel,

propolis e polen €
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S componentes da coI;;}; ;; ZJ;;;;;;;;;’%};.W -
* Material N¢
Espécie Mel Pdlen Alvéolo Total
N" | % | % [ NO % | % | ] H
ldent| Tod ldent| Tod|] N % | %|IN % | % lIN % | % |IN°] o
ldent| Totad ldent| Total lden | Total
t
B. anthracis - - -t 2 {307 298 - - - - - 1 1153 149|| 3 1247
B. brevis 3 14611 447l - - - 1531 1491 - - - - - - {14 |5097
B. circulans 2 13071298l 4 615} 597l - - - - - - - - -7 1044
B. coagulans 1 - - - - 1 1153 149 - - - 121298
B. firmus 1 1 1153} 140l - - - 1 1153 149 4 6,15) 5971 8 1149
B. laterosporus 3 1461} 447l 8 9231 895|t 3 4611447\ 1 |13 1494 4 |815 597|123 34é3
B. licheniformis - - - - - - 1 1153|140l - - - - - - {16 18,95
B. macerans 1 1153} 140} - - - 1 11531 140l] 1 1531 149l - - - 131|447
B. megaterium - - - 1 1153|149 - - - - - 1 1183} 140l 2 | 2,08
B. sphaericus - - -l - - -1t - - -1 - - -1 11583} 1401 - - - 1149
B stearothermophius 1 11531140} - - - 1 1153 149} - - - - - - - - - 1212098
B. subtilis 1 11531149 4611 447|| - - -0 - - - - - - - - - 14597
Sub-Total 15 |29 |23 || 14 214 1208 || 15 {230 2311 5 | 769|748 S |789] 746 || 9 1:’28 1343{165
5 8 2 9 7 5
N3o Identificados || - - - 1 1153|149} - - - - - - - - - 1 1153] 149 2 | 2,98
Total 16 |230 |238 15 1230 | 223 16 {230 {238 746 | 748| 5 746! 746 || 10 1685{ 14.92][67 99?J
4 8 2 8 4 8
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V- DISCUSSAO

Este trabalho teve com
Genética Ecoldgica da urugu da zona da mata do nordeste

(Melipona scutellaris)-
A Melipona scutellaris tem uma grande capacidade de

e o pélen armazenado por essas abelhas é
que O de Apis (MACHADO, 1971; KERR,

o objetivo fornecer dados para a

coletar poélen

mais digerivel

1987).
belhas examinados, foram

Em alguns géneros de a
encontradas espécies dé Bacillus, a saber; a) em Trigona e

Apis Mellifera, nas células glandulares e
circulans, Bacillus jicheniformis, Bacillus megaterium,

Bacillus pumilus, Bacillus subitlis; b) em Anthophora spp e
Centris pallida, Bacillus coagulans, Bacillus firmus, Bacillus

megaterium, ¢) €m Melipona fasciata, no alimento: Bacillus

alvei, Bacillus circulans,

Anthophora spp, Nas provisées do n
potes de mel: Bacillus megaterium

BALLOWS et al., 1992)
ades antibacterianas do mel de

rando as propried
e abelhas sem ferrdo, LAURINO &

que o dessas ultimas tem maior

escimento dos microorganismos

no polen: Bacillus

Bacillus megaterium, d) em
inho, pélen estocado e

(GILLIAM et al., 1990,

Compa
abelhas africanizadas © d

GELLI (1991) verificaram

capacidade inibidora de ¢of e
do que o de Apis variando conforme a especie. A bactéria

mostrou menos resistente  foi o Bacillus
s e a mais resistente foi E. coli. A agéo
eriostatica. O mel dos

que se
stearothermophild
dos meéis foi, encialmente, bact
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‘i O ] ] I i “ e
de

Meliponini.
G

ILLIAM et al. (1984) analisando o aprovisionam

ento

larv
al i m ]
da abelha eussoc1a| se ferrao Iigona h
! ypogea

encont
r L
aram, pelo menos, 5 espécies de micrébio
s que
el de conversao metabdlica e preservaca
ao

confirmam o pap
de alimentos por esse
58€es

do
S armazenamentos

microorganismos.
In ' [ [
vestigando a flora microblana presente em intest
stino

de Melipona

quadrifasciata, LANDIN (1996) detectou 5
erentes dé bactérias, porém, somente as d
a

morfotipos dif
sentavam relagées com

porcdo posterior do intestino apre
m a parede do epitélio

0s ; . .
alimentos ingeridos € co

e sao qutoctones.

& de dificil digestao

presenca de ba
e indicar um papel na pré

| de digestdo da celulose

Indicando qu
por causa do seu envelope

O pdélen
ctérias nos potes de pdlen

de celulose. A
s de abelhas pod

polen, embora © papé
atribuido 2

das coldnia

digestdo do
microorganismos

sej :
eja, essenmalmente,

presentes nO intestino. A
artes do intestin
coes.
de elas se agrupam formando

presenca de bactérias em

o das abelhas permite concluir

diferentes
Y
Existem duvidas sobre a

mas de suas fun

sobre algu
on

acdo das bactérias no ileo,
que pode ser visto dentro

acto,

trodenso compP
rva-se grande concentracdo de

Obsé
tem sido registrado para Apis

DIN, 1996).

material ele
intestinal.
como

da cuticula
0 reto,

bactérias n
057, 1988; LAN

(GILLIAM, 1
40

P Loy



Em amostras de pélen, mel € provisbes de Centris

flavofasciata e Xylocopa call

desses
a estar relacionado ao processo de

bora, 0 polen estocado tenha

fornica arizonenis verificou-se

Uma associacado microorganismos com  0s

alimentos. Isso poderi
estocagem do alimento, &M
aparéncia de ser mais amido do

Significa, necessariamente, que
de transformadores do podlen

que Seco. Isso nao

os microorganismos

presentes, tem o Ppapel

midos para @ est
e do polen do que aos

l., 1990).
nto de alimentos é

ocagem. lsso se deve

tornando-os mais U

mais a coleta do néctar

(GILLIAM ef a
s O armazename
as de cria sejam aprovisionadas

microorganismos
Nos Meliponineo

suficiente para que as célul
as sejam alime
tagem de bactérias encontradas no

(cerca de 71%) é maior que

adas no pélen (27%) ou

e para que as larv ntadas por 5-10 dias. A

partir dai, a alta porcen
to dos alvéolos

ctérias encontr
1990). Nossos resultados

amos grande nimero de
fc/mL) e poélen (4,0 x

aprovisionamen
a porcentagem de ba
no mel (50%) (GILLIAM et al.,
diferem desses, POIS encontr

i 5
microorganismos NO mel (2,2 X 10° U
10* ufc/mL) e numeros significativamente menores no

. 3
alimento de alvéolo (4,0 x 10

Foi encontrada umé@ ssociagdo entr
fasciata € UM Bacillus similar a Bacillus

e é importante para a pré - digestao
nacéao dessas bactérias com

2 3.0 x 10" ufe/mL).
e o polen estocado

de Melipona quadri
pumilis. Parece qué est
do poélen, pois @ elimi

antibioticos, provoc? morte 42
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nismos nos potes de

Pequeno ntmero desseés microorga
Pelo menos uma especie de

armazenamento de mel.
Bacillus foi encontrada em cada 13 espécies de abelhas

sem ferrao estudadas (MACHADO, 1971). Nossa analise
ipona, também, revelou

dos componentes da colméia de Meli
totalidade dos microorganismos com

Quase que a
caracteristicas de Bacillus:
Examinando provisoes de larvas de Anthophora spp,

Centris pallida e Trigona. foram
Bacillus, ndo se ob
les, os Bacillus pumilis, Bacillus

Bacillus licheniformis,

enconiradas de uma a
Cinco espécies de servando outros
Microorganismos. Entré ©
megaterium, Bacillus circulans,

Bacillus coagulans ¢ Bacillus firmus,
(GILLIAM et al., 1984, 1985). Também,

megaterium, Bacillus circulans,
coagulans e Bacillus firmus
a colméia de Melipona

foram o0s mais

frequentes
encontramos os Bacillus
Bacillus licheniformis, Bacillus
distribuidos entre 05 componentes d

Scutellaris. |
As espécies de Bacillus, encontradas e isoladas nas
provises de Melipona fasciata, cresceram éem condigbes
acidas e de alta presséo osmotica, produzindo numerosas
teinas, lipideos

: i de pro
énzimas envolvidas Nno metabolismo p
s bactérias podem participar na converséo

m ser utilizadas pelas
com outros

e carboidratos. A
Mmetabolica e, Mal
abelhas no controle

Microorganismos (GILLIA

: s
Bacillus sao conhecidos pela
um grandeé nu

extracelularmente,
42

pode

da competicao
M et al., 1984, 1985) Esses

ua capacidade de secretar,

mero de enzimas que,



depois de algum tempo, produzem também antibiéticos,
Vindos de 4cidos graxos (COOLINS et al., 1995, CURZON g
GILTROW, 1953, DICKMANN & CROCKETT, 1956, ).

Tantos as abelhas sociais quanto as solitarias possuem
Baci//us pré-digestivos

©stocadas no seu alimento,

COncussores, para a conversao metabdlica (GILLIAN et al.,
1984, 1985 e 1990).

Microorganismos pertencentes a todos os quatro
grupos, incluindo os subgrupos 1a e 1b mencionados em
resultados foram reconhecidos nos materiais coletados nas
Colméias da Melipona scutellaris aqui estudadas, a saber:
Bacillus megaterium (1a); Bacillus licheniformis, Bacillys
Subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus coagulans e Bacillys
firmus (1b); Bacillus circuians, Bacillus stearothermophilus,
Bacillus macerans e Bacillus brevis (2); Bacillus sphaericys
(3); e, Bacillus anthracis (4). No total foram encontrados,
Nessa série, representantes de doze espécies de Bacillus,

apenas dois dos isolados ndo puderam ser identificados

Com os testes utilizados, um proveniente do mel e outro, do

alimento do alvéolo (I11). A
A presenca de microorganismos do género Bacillus no

aparelho digestério das abelhas adultas e larvas, bem como
No alimento, no mel e propolis da Apis mellifera, assim
em Meliponineos, foi descrita por varios

1971, GILLIAM et al., 1990:;
1990; LANDIN, 1996:

Como
investigadores (MACHADO,

VANDERBERG & SHIMANUKI,

LAURINO & GELLI, 1991).
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¢édo, nao foi coletado o contelido do

Nessa investiga
aparelho digestério da scutellaris, sendo
Preparadas solugées deé propolis,
alvéolos de cria e polen. 0s materiais
maior namero de Bacillus foram propolis (5,30 x 10°); mel
fc/mL).

tellaris referem-se a

Melipona
mel, alimentos dos

que apresentaram

(3,50 x 10*) e polen (1,10 X 10°u

As investigagoes em Melipond scu
icrobios per
m em maior proporgéao

tencentes ao género

a rpe . .
nélises qualitativas dos M
Bacifius, que foram 0S que ocorrera

nos materiais analisados

MACHADO (1971) descreve a presenga de Bacillus em
todos os alimentos d¢ Meliponin€os,
HORNITZKY & KARLOVSKIS, (1989) e GILLIAM et al

(1990). Em Apis mellifera foram encontradas bactérias do
s no aparelho digestorio (GILLIAM, 1987;

o mel (HUSSEY et al., 1985;
1991: DERAKHSHIFAR,

1995), no alimento do

a exemplo de

género Bacillu
LANDIN, 1996) na colméia T
GILLIAM of al, 19907 ALHP!

1994 NORDSTRON & FRIES
1990; GILLIAM, ROUBICK &

alvéolo (GILLIAM ef &
LOREZ, 1990) e no propolis (BRUMFITT et al., 1990).
As bactérias Gram neg sdo de relevante

omem causand
gistrado o crescimento

ativas
o inimeros casos de

importancia para © M

patologias. Nessa investigagao foi re
de colonias em Mei° MacConkey: da ordem de 2,0 x 10
30 X 10% ufc/mbL no prépolis entretanto,

ufc/mL no mel €
m identificados.

€sses Gram negativos ndo fora
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gia da Melipona

Entre os componentes da colm
) e prépolis (5,3 x 108

Scutellaris, o mel (3,5 X 10* ufc/ g
ufc/mL) foram os que apresentaram maior numero de

Bacillus. A presenga de Bacillus no mel é conhecida
(HORNITZKY & KARLOVSKIS, 1989; ALIPPI, 1991,

NORDSTRON & FRIES, 1995). Ndo ha registro na literatura
microorganismos no propolis, obtido de

da presenga desses
amostras de abelhas com oU sem ferrao.
bactérias  mais

investigacao, as
no propolis foram, pela

Em nossa
Prevalecentes no mel, assim como
ordem: Bacillus brevis acillus laterosporus, Bacillus
Subtilis  (no primeiro) e Bacillus Jaterosporus, Bacillus
licheniformis (no Gltimo)-
philus ¢ um microorganismo

O Bacillus stearothemo
termofilo, sendo tradicionalmente empregado no controle
biologico de autoclaves (RUSSEL HUGO & AYLIFFE,

ncia por temperaturas mais

1982). Em fungdo de su@ exigé
altas & improvével se olméias. Entretanto,
dOiS (2,98%) dos identiﬁcados’

comportaram-seé €O

isolados de Bacillus
mo sendo dessa espécie, pelos testes

utilizad
0s.
ém foi isolado em colbnias

o Bacillus ¢ | | |
afetadas com doen¢ga jarval € Apis mellifera, denominada
ja lua (HMD) restrita @ Nova Zelandia, o que

mo como causador da doenga

oagulans tamb
m

d°enga da me
Indica esse microorganis

(VANDERBERG & SHIMANUKL, 1990).
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isolados como  Bacillus

Identificamos um dos

Cog . R

gulans, com ocorréncia no mel, polen, alimento Il e ||

Se cga . . '
M evidéncias da doenga nas colénias que estudamos.

Encontramos Bacillus sphaericus no alimento de cria
I :
(), assim como registrado para Apis mellifera por

VANDENBERG & SHIMANUKI (1990).
Entre os microorganismos qué podem estar associados
es no homem, os mais

a . .
doencas ou intoxicagbes alimentar
i . . .
Mportantes sao os Bacillus anthracis € Bacillus subtilis

(WILSON, 1990; ARMSTRONG, 1973).
gente do anthrax, doenca de

Bacillus anthracis € 0 8
com acometimento

herbivoros

in ,
Setos, mamiferos €
acidental do homem. Os €as0s humanos, freqientemente,

resultam do contato com animais portadores, doentes ou
¢a. Esse microorganismo pode ser

Que morreram da doen

também transmitido pela carmne (WILLIAN. 1986).
rés dos microorganismos isolados dos

Nesse estudo, t
Materiais biolégicos pesquisados foram identificados nessa
pélen e um, do

espécie, sendo dois deles provenientes do
contudo, as colonias  nao

alvéolo,
etimento por doenca.

indicativos de acom
lipona scutellaris, essa

alimento do

apresentavam
Nossa sugestio é qué em Me
ervacdo e transformacao

bactéria contribua pard @ pres
e como 0 segundo patégeno

Metabolica do alimento.
revisbes sobre

Os Bacillus spp colocam-s
de seis,

Mais comum em, CiNcO
(TUAZON & KRAMER, 1995).

€ndooftalmite pés—traumética
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Nas infecgées oculares 0S agentes mais freqientes sao o
Bacillus subtilis e o Bacillus cereus (WILSON, 1990; LEW,

1995). Bacillus subtilis sao responsaveis por quadros de

infecgges alimentares (WILSON, 1990).

dentre €sses, foram isoladas

Nessa investigagao
amostras de Bacillus subtilis, 2 partir do mel (4,61%) e do
6,14% dos

Prépolis (1,53%)

Microarganismos identificados. Tambe
Outros jsolados de Bacillus oportunistas, correspondentes
propolis e mel; Bacillus

m foram encontrados

ao Bacillus circulans, N0 polen,

o Il e o Bacillus sphaericus,

megaterium, no pélen € aliment

alimento Il.
tramos Bacillus licheniformis,

Em nossa analise, encon
Bacillus subtilis, no propolis e

no prépolis e alimento I, 0
mel. o Bacillus firmus no prépolis, mel, pélen e alimento (lI,

1) e o Bacillus coagulans no me
Embora as intoxicagoes alimentares seja
hormalmente, pelo Bacillus cereys (TERRANOVA & BLAKE

1978) outros microorganismos, também, estdo relacionados
incluindo © Bacillus subtilis, Bacillus

o Bacillus pumilis, sendo

[ e alimento .
m causadas,

com as mesmas,

licheniformis e, mais
associados com @ ingestao d
Particularmente o arroz (W”—SON' 1

Bactéria do grupo 1 b como @
Bacillus subtilis,
também encontra

detectados em d€

e carnes ¢© vegetais,
990).

s Bacillus licheniformis,
Bacillus coagulans,

Bacillus firmus,
ssa investigagdo, foram

dos em M°
drogas. Na maioria dos

penden'(es de
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tado do uso indevido de

Caso
s, provavelmente, como resul
do da injecdo de heroina e

serj
ingas contaminadas, quan

ou
tras drogas. (TUAZON & HILL, 1974).

a presenca de Bacillus

Esse estudo registrou

Perte N 4 i i
ncentes as especies oportunistas ou néo, com altos
sendo que o Bacillus

indi
dices (3,5 x 10* ufc/mL) no mel,
SU 'y R
btilis foi um dos mais prevalecentes, correspondendo a
ufc/mL). Isso indica a

Cc
erca de 21,43 % (75 X 10

um controle mais rigido nas

n .
ecessidade de adogdo de
lidade do mel.

anali
alises e controle de qua
dades antissépticas e

O mel e propolis com finali

Cicatrizantes sao recomendados e
(LAPCHINE et al.,198% ESPINA & ENRIQUE, 1989;

MENDOZA et al., 199 SUBRAHMANYAM, 1991, DIGRAK

et al., 1995). Existem pesquisas mostrando bons resultados
el em €

m muitos trabalhos

ortes cirtrgicos ou

quanto ao uso topico 40 T

traumaticos  (ESPINA - & ENRIQUE,  1989;

SUBRAHMANYAM, 1997 TOSTES & LEITE, 1994;
96) e, ainda, a

95; HEJASE et al., 19

GUTIERREZ, et al., 19
no tratamento da catarata

Sua aplicagédo, com sucesso,

senil (GOLYCHEV, 1990)
do prépolis, com bons resultados, foram
engivite, alveolite

tratamento de 9
1992; GILVEIRA et al., 1992)

CIA & GARGUERA, 1993) na
m finalidade cicatrizante, em
1995) nas preparagoes

As utilizagoes

r
ecomendadas NO

(QUINTANA & CARLOS,

lesges herpéticas (GAR
co

fabricagao de cremes
HUK et al,

llceras cutaneas (MAIC
48



de .. - .
uso tépico para lesées da cornea € no tratamento de

Coryin
ervicites (PEREZ et al., 1995).
As solugées alcodlicas de propolis, evidenciaram uma

atividade “in vitro”, principalmente, para as bactérias Gram
Positivas, tais como: Bacillus cereus, Bacillus subtilis,
Bacillys megaterium, Bacillus brevis, Staphylococcus
aureus, S. epidermidis, Streptococous pyogenes, Listeria

Monocytogenes, Streptococcts sp; para bactérias Gram

Negativas, como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
e ainda para

Enterobacter gerogenes

assim como para fungos
e e Candida

Pneumoniae,

Mycobacterium tuberculosis:
leveduriformes  (Saccharomyces cerevisia

albicans) (MASTEROV, 1995)
a analise constataram a

Os resultados obtidos € noss
potencialidade

algumas bactérias
m componentes da colméia de

e , no prépolis e no mel,
os com finalidades

Presenca de com
Patogéncia para o homem e
Melipona scutellaris. particularment
Que séo, tradicionalmente recomendad

a e cicatrizante. As demais
podem sér justamente

antisséptica, antimicrobia”
e substancias que

no entanto

produgéo d
nservantes € protetoras aos

petirem com as toxinas

@Spécies encontradas
as responsaveis pela

Conferem as propriedades co
quais ao com

m seu efeito.
S espécies encontradas no

com provavel

Produtos apicolas, @S

daquelas bactérias, anula
Sugerimos, ainda, que @

] tao,

Pélen tenham a¢ao a pré-dioe®

Converszo metabolica:
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Nesse trabalho foi evidenciado, entre os isolados g
pr , . ’
esenca de sete, das nove espécies citadas para Melipong

uadrifasciata por MACHADO (1971), nas seguintes
circulans  (10,76%), Bacillys

porCentagens: Bacillus
licheniform;s (9,23%), Bacillus brevis (6,15%), Bacillys

Subtiljs (6,15%), Bacillus macerans (4,61%), Bacillus
nthracjs (4,61%) e Bacillus sphaericus (1,63%). Nido foj
POssivel detectar qualquer bactéria diferente que pudesse
Ser caracterizada como Bacillus meliponotrophicus, como
SUgerido por aquele autor. Contudo, no mel, foi encontrada
Uma colonia de bactérias de dimensdo menor que 1 mm, de
Cor branca e de cheiro forte. O comportamento para g

Colaracio Gram mostrou ser positivo, do tipo bastonete,
N30 sendo possivel identifica-las segundo os testes

bioquimicos aqui empregados (TABELA 5).
ca representa a unido entre g

A Genética Ecoldgi
Genética de Populagbes € @ Ecologia de Populagées,

Combinando certos aspectos dé cada disciplina.
rinseca complementaridade, Genética

Apesar de sua int
e ECOIOgia as vezes, tem sido maus vizinhos, a Genética

fratando “do que existe” € @ Ecologia, de “como existe”

(BERRY et al,, 1991).
Um Geneticista de populagdes, muitas vezes, assume
um Ecologista de

UM ambiente constante, enquanto que

Populagses assume que f0dos 0% membros de uma

Populacso tem genotipos idénticos. Rarissimamente, tais
RELL, 1981).

SUposicses sdo verdadeiras (MER
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Para melhorar os parametros para esses dois grupos
de ©Specialistas é necessario obter dados bioldgicos sobre
Cada espécie em estudo. Essa area € chamada de Genéticg

Ecolégica.
Em geral, os bons estudos sobre variagdo geografica

880 fejtas em plantas, devido ao fato de ndo se moverem,
POrém ha animais que ndo se movimentam como os corais,
esponjas, colénias de abelhas (KERR, 1949) ou que se

Movimentam pouco (escorpides, alguns sapos) que sao

'deais para esses estudos.
Os componentes bioldgicos de uma coldnia de abelhas

Sdo syas interagcbes com 0 clima, entre as castas, com
secregdes e sjo,

Seus comportamentos, ferémonios,
tambem as reservas alimentares, qué dependem das flores
]

® das bactérias, que desdobram as proteinas do pdlen.
Os nossos resultados ratificam a presenga significativa

de Microorganismos do género Bacillus nos componentes
Melipona scutellaris,

30
da colméia das abelhas sém ferra
Com a jdentificagdo de isolados pertencentes a doze
©Spécies desse género. To

Mostraram-se contaminados, o
n
©Xpressivos no propolis € o mel. A preseng poucas

dos os materiais analisados

com numeros  mais

togénica para o homem foj

bactérias com potenmahdade p o
destacando-se  sua ocorréncia,

e no mel, que s3o,

também constatada,
finalidades

no prépO”S

recomendados com

Principalmente,
tradicionalmente,

ntissépticas e cicatrizantes:
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RESumo

Este trabalho tem como objetivo contribuir com dadog

Para 4 Genética Ecoldgica da urugu da zona da mata do

Mordeste (Melipona scutellaris, Latreille, 1811).
microflora de

Foi avaliada quantitativamente a

di .
'ferentes componentes da colméia das abelhas sem ferrzo

Melipona scutellaris. As culturas quantitativas foram
fealizadas em agar tripticase soja (TSA) e MacConkey para

© mel, pslen, prépolis e alimento do alvéolo, sendo este

U’timo, coletado das por¢des superior (I), intermediaria (ii)
© inferior (lll) do alvéolo de cria. As colonias foram

descritas quanto as suas caracteristicas e os isolados
por meio de testes

'Presentativos, identificados

b'oqul’micos.
jsolados para

Os  microorganismos
ldentificaggo foram os bastonetes Gram positivos, apesar

de terem sidos encontrados também €0COS Gram positivos,

fungos e crescimento de colonias em agar MacConkey
negativos). O nivel de

diversos materiais

a devida

Gram

Contaminagso foi diferente 6
i”Vestigados sendo mais alto no prépolis (5,3 x 10° ufc/mL)

ufc/mL). A morfologia das coldnias foj

(BaCi//us entéricos
nos

® no mey (3,5 x 10* logia das
aproximadamente a mesma. As espécies identificadas entre
acillus laterosporus

. 50. B
0S isolados e suas porcentagens séa '
%), Bacillus circulans

(35,38%), Bacillus firmus (12:3 '
9,23%), Bacillus brevis

(10,76%), Bacillus licheniformis
| 5%), Bacillus anthracis

(6,15%) Bacillus subtilis (6
52



%), Bacillus coagulans

acerans (4,61
(3,07%),  Bacillus

megaterium
illus sphaericus (1,53%).

incluidos cinco

(4,61%), Bacillus M

(3,07%),  Bacillus
(3,07%) © Bac

identificados estao
Bacillus licheniformis, Bacillus

us € Bacillus subtilis) gque
pacientes

stearothermophilus

E ;
ntre os Bacillus
us circulans,

espécies (Bacill
jiius sphaer’®

macerans, Bac
estar associadas doencas €m
além do Bacillus

1981;

podem
predisposto
anthracis, agente do

WILLIAN, 1987, L UND, 1990; MANDE
resultados, apontam © o mel com
com nimeros Mais sior que 10 ufc/ml) de
bactérias. OS isolado

a 11% (5,8 x 10° ufc/mb

o 0S materiais

s de Bacillus subtilis corresponderam
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