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RESUMO

PEREIRA, Ludmylla de Lourdes dos Santos, Universidade Federal da Paraiba, janeiro de 2018.
Avaliacdo in vitro da atividade antimicrobiana do mel da abelha Melipona scutellaris sobre o
fungo Malassezia pachydermatis. Orientador: Luiz Eduardo Carvalho Buquera.

O mel é um alimento natural produzido por diferentes espécies de abelhas, que apresenta atividade
antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatdria. As abelhas sem ferrdo ou meliponineos, constituem
um grupo de mais de 300 espécies, entre elas a Melipona scutellaris, também conhecida como “Urugu
do Nordeste”. A Malassezia pachydermatis é uma levedura patogénica oportunista que pode atuar
isoladamente ou associada a outros agentes, causando no animal uma otite externa. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a eficacia do mel da abelha M. scutellaris no combate a M. pachydermatis, in
vitro, também comparando o mel coletado em duas diferentes regifes do Brejo Paraibano. O mel de
Apis mellifera também foi utilizado para efeito de comparacéo, levando em consideracdo seu baixo
custo. O mel foi utilizado adicionando-0 ao meio agar Sabouraud Cloranfenicol nas diferentes
concentracdes de 50%, 37,5%, 25% e 12,5%. No controle positivo foi adicionado ao meio agar
Sabouraud Cloranfenicol o medicamento Auritop®, na concentracdo de 50%. No controle negativo
foi utilizado apenas o meio agar Sabouraud Clorafenicol. O experimento foi realizado em triplicata
para cada concentragdo, controle positivo e negativo. Os tratamentos com mel utilizados foram
nomeados de T1 = mel de M. scutellaris da cidade de Bananeiras, T2 = mel de M. scutellaris da
cidade de Areia e T3 = mel de A. mellifera da cidade de Bananeiras. Os resultados obtidos levaram
em consideracdo a inibi¢do do crescimento da M. pachydermatis pelo mel no periodo de 48 horas, na
estufa a temperatura de 37°C. Observou-se que no T1 e T3 a partir de 25% o crescimento foi nulo.
Porém, no T2 com o0 aumento da concentracdo houve crescimento em todas as placas, isto pode ter
sido causado pelo estado mais liquido desse mel. Nos controles negativos houve crescimento em
100% e nos controles positivos ndo houve crescimento do fungo. Ao final da pesquisa observou-se
que o mel possui atividade terapéutica em diferentes concentragdes contra a levedura, fato que pode
significar, apds outros estudos de seguranca in vitro e in vivo, além de clinicos, uma alternativa para
o tratamento de otites provocadas por este fungo.

Palavras-chave: Mel, atividade antinfingica, Malassezia, cdo, otite.



ABSTRACT

PEREIRA, Ludmylla de Lourdes dos Santos, Federal University of Paraiba, January 2017. In vitro
evaluation of the antimicrobial activity of honey of the honey bee Melipona scutellaris on the
fungus Malassezia pachydermatis. Advisor: Luiz Eduardo Carvalho Buquera.

Honey is a natural food produced by different species of bees, which has antimicrobial, antifungal
and anti-inflammatory activity. Bees without sting or meliponineos, constitute a group of more than
300 species, among them the Melipona scutellaris, also well-known like "Urugu of the Nordeste".
Malassezia pachydermatis is an opportunistic pathogen that can act alone or in association with other
agents, causing an external otitis in the animal. The objective of this work was to evaluate the
effectiveness of honey M. scutellaris in the fight against M. pachydermatis, in vitro, also comparing
honey collected in two different regions of the Brejo Paraibano. Apis mellifera honey was also used
for comparison purposes, taking into account its low cost. The honey was used by adding it to the
Sabouraud agar medium Cloranfenicol in the different concentrations of 50%, 37,5%, 25% and
12,5%. In the positive control was added to the Sabouraud agar medium Chloramphenicol the
medicine Auritop®, in the concentration of 50%. In the negative control, only the Sabouraud agar
medium Clorafenicol was used. The experiment was performed in triplicate for each concentration,
positive and negative control. The honey treatments used were named T1 = honey from M. scutellaris
from the city of Bananeiras, T2 = honey from M. scutellaris from the city of Areia and T3 = honey
from A. mellifera from the city of Bananeiras. The results obtained took into account the inhibition
of growth of M. pachydermatis by honey in the 48 hour period in the oven at 37°C. It was observed
that in T1 and T3 from 25% the growth was null. However, in T2 with increasing concentration there
was growth in all plaques, this may have been caused by the more liquid state of this honey. In the
negative controls there was growth in 100% and in the positive controls there was no growth of the
fungus. At the end of the research it was observed that honey has therapeutic activity in different
concentrations against yeast, which may mean, after other in vitro and in vivo safety studies, besides
clinical , an alternative for the treatment of otitis caused by this fungus.

Key words: Honey, antifungal activity, Malassezia, dog, otitis.
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O trabalho de conclusdo de curso estd sendo apresentado em forma de artigo segundo as normas da revista
Pesquisa Veterindria Brasileira (Anexo 1).

AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO MEL DA ABELHA
MELIPONA SCUTELLARIS SOBRE O FUNGO MALASSEZIA PACHYDERMATIS?

Ludmylla L.S. Pereira?; Kaliane Costa?; Lais Q. B. Freire?; Francisca M. C. Dias?; Gabriela S. C. H. Farias?; Lidiane
K. S. Rodrigues?; Anne E. F. Souza3

ABSTRACT.- Pereira L.L.S., Souza A.E.F.,, Costa K, Freire L.Q.B., Dias F.M.C,, Farias G.S.C.H, Rodrigues L.K.S. 2017.
[In vitro evaluation of the antimicrobial activity of honey of the honey bee Melipona scutellaris on the
fungus Malassezia pachydermatis.] Avaliagdo in vitro da atividade antimicrobiana do mel da abelha Melipona
scutellaris sobre o fungo Malassezia pachydermatis. Pesquisa Veterinaria Brasileira. Departamento de Ciéncias
Veterindria, Universidade Federal da Paraiba, Centro de Ciéncias Agrarias, Cidade Universitaria, Areia, PB 58397-

000, Brazil. Email: anneevy8@gmail.com

Honey is a natural food produced by different species of bees, which has antimicrobial, antifungal and
anti-inflammatory activity. Bees without sting or meliponineos, constitute a group of more than 300 species,
among them the Melipona scutellaris, also well-known like "Urucu of the Nordeste". Malassezia pachydermatis is
an opportunistic pathogen that can act alone or in association with other agents, causing an external otitis in the
animal. The objective of this work was to evaluate the effectiveness of honey M. scutellaris in the fight against M.
pachydermatis, in vitro, also comparing honey collected in two different regions of the Brejo Paraibano. Apis
mellifera honey was also used for comparison purposes, taking into account its low cost. The honey was used by
adding it to the Sabouraud agar medium Cloranfenicol in the different concentrations of 50%, 37,5%, 25% and
12,5%. In the positive control was added to the Sabouraud agar medium Chloramphenicol the medicine Auritop®,
in the concentration of 50%. In the negative control, only the Sabouraud agar medium Clorafenicol was used. The
experiment was performed in triplicate for each concentration, positive and negative control.
The honey treatments used were named T1 = honey from M. scutellaris from the city of Bananeiras, T2 = honey
from M. scutellaris from the city of Areia and T3 = honey from A. mellifera from the city of Bananeiras. The results
obtained took into account the inhibition of growth of M. pachydermatis by honey in the 48 hour period in the oven
at 379C. It was observed that in T1 and T3 from 25% the growth was null. However, in T2 with increasing
concentration there was growth in all plaques, this may have been caused by the more liquid state of this honey.
In the negative controls there was growth in 100% and in the positive controls there was no growth of the fungus.
At the end of the research it was observed that honey has therapeutic activity in different concentrations against
yeast, which may mean, after other in vitro and in vivo safety studies, besides clinical , an alternative for the
treatment of otitis caused by this fungus.

INDEX TERMS: Honey, antifungal activity, Malassezia, dog, otitis.

1Recebido em .......ccccoveeeenenrenenne,

Aceito para publicagdo em .........ccoceeveirinieiin e

2Estudantes de Medicina Veterindria, Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Cidade Universitaria, Areia, PB
58397-000, Brazil.

SProfessora Doutora da Universidade Federal Da Paraiba (UFPB), Cidade Universitaria, Areia, PB 58397-000,
Brazil Autor para correspondéncia: anneevy8@gmail.com

RESUMO O mel é um alimento natural produzido por diferentes espécies de abelhas, que apresenta
atividade antimicrobiana, antifiingica, anti-inflamatéria. As abelhas sem ferrdao ou meliponineos, constituem um
grupo de mais de 300 espécies, entre elas a Melipona scutellaris, também conhecida como “Urucu do Nordeste”. A
Malassezia pachydermatis é uma levedura patogénica oportunista que pode atuar isoladamente ou associada a
outros agentes, causando no animal uma otite externa. O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficAcia do mel da
abelha M. scutellaris no combate a M. pachydermatis, in vitro, também comparando o mel coletado em duas
diferentes regides do Brejo Paraibano. O mel de Apis mellifera também foi utilizado para efeito de comparacao,
levando em consideragdo seu baixo custo. O mel foi utilizado adicionando-o ao meio dgar Sabouraud Cloranfenicol
nas diferentes concentragdes de 50%, 37,5%, 25% e 12,5%. No controle positivo foi adicionado ao meio agar
Sabouraud Cloranfenicol o medicamento Auritop®, na concentracdo de 50%. No controle negativo foi utilizado
apenas o meio agar Sabouraud Clorafenicol. O experimento foi realizado em triplicata para cada concentracio,
controle positivo e negativo. Os tratamentos com mel utilizados foram nomeados de T1 = mel de M. scutellaris da
cidade de Bananeiras, T2 = mel de M. scutellaris da cidade de Areia e T3 = mel de A. mellifera da cidade de
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Bananeiras. Os resultados obtidos levaram em consideracao a inibicdo do crescimento da M. pachydermatis pelo
mel no periodo de 48 horas, na estufa a temperatura de 372C. Observou-se que no T1 e T3 a partir de 25% o
crescimento foi nulo. Porém, no T2 com o aumento da concentragdo houve crescimento em todas as placas, isto
pode ter sido causado pelo estado mais liquido desse mel. Nos controles negativos houve crescimento em 100% e
nos controles positivos ndo houve crescimento do fungo. Ao final da pesquisa observou-se que o mel possui
atividade terapéutica em diferentes concentragdes contra a levedura, fato que pode significar, ap6s outros estudos
de seguranga in vitro e in vivo, além de estudos clinicos, uma alternativa para o tratamento de otites provocadas
por este fungo.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Mel, atividade antifiingica, Malassezia, cao, otite.

INTRODUCAO

0 mel é um dos produtos fornecidos pelas abelhas mais conhecidos e disseminados pelo mundo, foi um
dos primeiros alimentos do homem, que o utilizava também como recurso medicinal (Silva et al., 2006). Sua acao
bioldgica inibe varias espécies de microrganismos, incluindo alguns fungos, bactérias e virus (Molan, 1992;
Henriques, 2004). A utilizacdo do mel contra infec¢des bacterianas faz parte da medicina tradicional ha séculos.
Porém, foi substituida por antibioéticos sintéticos e semissintéticos (Molan, Smith e Reid, 1988).

A atual tendéncia mundial na busca de terapias alternativas para o tratamento de doengas comuns, vem
do interesse em minimizar os efeitos colaterais, normalmente presentes nas terapias convencionais e da
necessidade de recursos acessiveis a populacdo. Particularmente nas sociedades onde ha desigualdade social
profunda, como no continente latino-americano, é alto o custo da medicina cientifica, dos exames sofisticados, das
intervencoes cirargicas complexas e dos equipamentos modernos de diagnéstico (Avila-Pires, 1995; Luz, 2005).

A espécie Melipona scutellaris Latreille, conhecida como “Urucu do Nordeste” ou “Urugu verdadeira”, foi
uma das primeiras espécies de abelhas a serem domesticadas pelos indios Potiguaras, Kiriri, Xucuru, Pataxo,
Paiaku, Tupicuruba e Aymoré. Os colonizadores portugueses, que apreciavam o mel dessa espécie, logo
aprenderam as técnicas de criacdo, o que levou a Melipona scutellaris L. a ser uma das espécies de abelhas sem
ferrdao mais criadas no Nordeste (Kerr et al. 1996; Imperatriz-Fonseca et al., 2011).

Os meliponineos, ou abelhas sem ferrdo, constituem um grupo de abelhas formado por mais de 300
espécies conhecidas em todo o mundo. Caracterizam-se por serem sociais e possuirem o ferrdo atrofiado,
impossibilitando o seu uso, razdo pela qual sdo popularmente chamadas de abelhas sem ferrao (Freitas, 2003).
Segundo Freitas (2003), sdo nativas do Brasil e estdo presentes em todo o territério nacional, distribuindo-se as
espécies nas diferentes regides. O mel de Apis mellifera tem sido objeto de pesquisas cientificas em varias partes
do mundo, mas os estudos sobre a atividade antimicrobiana do mel de abelhas nativas do grupo dos meliponineos
sao escassos quando comparados a A. mellifera (Gongalves et al., 2005).

A atividade antimicrobiana do mel é dada pelos fatores fisicos, como sua alta osmolaridade, acidez (pH de
3,6), fator responsavel por inibir o crescimento de muitas espécies de microrganismos e enzimas como invertase,
diastase, glicose oxidase, catalase e fosfatase, que sdo responsaveis por digerirem o tecido necrético. Fatores
quimicos relacionados com a presenca das substancias volateis como os flavonéides sdo responsaveis pela agao
antibacteriana, anti-inflamatoéria e cicatrizante, atribuindo-se assim ao mel iniimeros efeitos benéficos em varias
condi¢des patologicas. Com a realizagdo de diversos trabalhos cientificos, pode-se contemplar o crescimento da
Apiterapia, cujos efeitos benéficos a saide humana tém sido considerados por um niimero maior de profissionais
da 4rea da satude (Barbosa et al., 2007).

A otite externa é uma inflama¢do dos componentes do tecido mole do meato auditivo externo,
constituindo um dos problemas mais comuns e frustrantes encontrados na clinica de pequenos animais. (Birchard
E Sherding, 2003). Segundo White (1992), observa-se dor, desconforto, formacao de exsudato e/ou cerimen em
grande quantidade, odor desagradavel e balancar constante da cabeca. Possui etiologia multifatorial, sendo
isolados varios agentes no conduto auditivo doente, como bactérias, fungos e dcaros. Suas causas sdo diversas, as
quais podem ser classificadas como fatores primarios, predisponentes e perpetuantes.

A Malassezia pachydematis pode ser considerada um dos fatores perpetuantes, ou seja, responsaveis pela
manutencdo da resposta inflamatéria, mesmo que os fatores primarios nao possam mais estar presentes
(Rosychuk; Luttgen, 2004). A M. pachydermatis pode atuar isoladamente ou associada a outros agentes. £ uma
levedura patogénica oportunista que apresenta alta infectividade, no caso do aumento do niimero de células, em
animais que apresentem condi¢des de umidade e calor no meato actstico externo e na pele assim como em casos
de distdrbios imunolégicos (Fraser, 1965; Aizawa et al.,1999).

0 objetivo deste trabalho foi avaliar a agdo inibitdria do mel da abelha M. scutellaris no combate a levedura
M. pachydermatis, in vitro, ainda comparando o mel coletado em duas diferentes regides do Brejo Paraibano. Além
disso, o mel de A. mellifera também foi avaliado considerando seu baixo custo.
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MATERIAL E METODOS

0 experimento foi realizado no Laboratério de Medicina Veterindria Preventiva do Hospital Veterinario
do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal da Paraiba, localizado na cidade de Areia-PB, no periodo
de outubro de 2015 a julho de 2016. As amostras foram coletadas em cdes que ao exame clinico e otoldgico
apresentaram sinais clinicos de otite externa. A coleta foi realizada com swab estéril, friccionando-o na parte
externa do meato acustico dos animais. O swab com o material coletado foi distribuido através de movimento de
rotacdo em laminas de vidro e em seguida foram coradas com kit Panético Rapido®. Na analise microscépica
(objetiva de 100X) buscaram-se células leveduriformes, com formato de pegada caracteristico da M.
pachydermatis. (Figura 1)

Figura 1 - Malassezia pachydermatis
(Fonte: Arquivo pessoal)

Os animais cujas amostras revelaram presenca da levedura M. pachydermatis pelo exame direito, foram
submetidos a uma nova coleta de material do ouvido acometido. Na cabine de seguranca biolégica, o swab foi
umedecido com agua destilada estéril a temperatura ambiente e distribuido de forma uniforme em um pedaco de
fita adesiva com aproximadamente 3cm de comprimento por 2 cm de largura. Essa fita posteriormente foi
depositada sob uma gota (50ul) de azeite de oliva extra-virgem que foi adicionado ao meio agar Sabouraud
Cloranfenicol solidificado. A partir das placas que apresentaram coldnias isoladas, foi escolhida uma colénia para
ser repicada no meio dgar Sabourad Cloranfenicol, utilizando a metodologia ja descrita.

Foi analisado o mel da M. scutellaris obtido em dois locais diferentes do Brejo Paraibano: um no Distrito
de Santa Maria, na cidade de Areia e outro no Distrito de Vila Maia, na cidade de Bananeiras. Além disso, o mel de
Apis mellifera também foi utilizado na pesquisa, para efeito de comparacdo, levando em consideragdo seu baixo
custo. Este foi obtido no Distrito de Vila Maia, na cidade de Bananeiras. O mel foi coletado por meio de uma seringa
de 10 mL com auxilio de agulha 30 x 10 mm, ambas estéreis.

Na cabine de seguranca biolégica, com auxilio de uma al¢a de platina, uma colénia da M. pachydermatis
que foi repicada no meio agar Sabouraud Cloranfenicol foi retirada e transferida para um tubo de ensaio contendo
agua destilada estéril na temperatura ambiente. Utilizando um agitador vortex a solugido foi homogeneizada até
atingir a turvagao correspondente a 0,5 na escala de McFarland. Um swab estéril foi mergulhado nessa solugao e
transferido para a fita adesiva, que posteriormente, foi disposta sob uma gota (50ul) de azeite extra-virgem
presente na placa de Petri contendo o meio agar Sabouraud Cloranfenicol suplementando com o mel nas
concentracgdes de 12,5%, 25%, 37,5% e 50%. No controle positivo ao meio agar Sabouraud Cloranfenicol foi
adicionado Auritop® na concentracdo de 50%, medicamento na qual uma de suas composi¢des é o antifiingico
cetoconazol. No controle negativo foi utilizado apenas o meio dgar Sabouraud Cloranfenicol. Todas as placas
foram incubadas na estufa a temperatura de 372C por um periodo de 48 horas. O teste foi realizado em triplicata
para cada concentragdo, controle positivo e controle negativo

Ap6s o periodo na estufa, foi realizada uma analise macroscépica onde foi visualizado o crescimento das
coldnias. Na analise microscopica, a fita adesiva foi retirada do meio, corado com o Kit Panético Rapido® e disposta
sobre uma lamina de vidro para visualizagdo das formas leveduriformes da M. pachydermatis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos utilizados foram T1= mel de urugu da cidade de Bananeiras, T2= mel de urugu da cidade
de Areia e T3= mel de Apis Mellifera da cidade de Bananeiras. Os resultados obtidos levaram em consideracdo a
inibicdo do crescimento da M. pachydermatis no periodo de 48 horas na estufa a temperatura de 379C, avaliando
se o mel mostrou eficacia no combate ao fungo.

0 mel T1 mostrou eficacia nas concentragdes de 50%, 37,5% e 25%, ndo havendo crescimento da M.
pachydermatis nas placas. Na concentracdo de 12,5% houve crescimento em 66,6% das placas. No controle
positivo ndo houve crescimento. No controle negativo houve crescimento em 100% das placas (Figura 2).
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Figura 2 - Mel T1 nas concentragdes de 50%, 37,5%, 25%, 12,5%, Controle
Negativo e Controle Positivo. (Fonte: Arquivo pessoal)

O mel T2 mostrou eficacia nas concentracoes de 25% e 12,5%, ndo havendo crescimento da M.
pachydermatis nas placas. Nas concentragoes de 50% e 37,5% houve crescimento em 100% das placas. Esse
crescimento pode ser considerado pelo estado natural mais liquido desse mel em comparagio ao outro mel. A
temperatura de 372C acabou transformando o meio de cultura ao estado mais liquido, fazendo com que o mel em
vez de combater o fungo tornasse o meio um lugar propicio para seu crescimento. No controle positivo o
crescimento foi ausente. No controle negativo houve crescimento de 100% (Figura 3).

Figura 3 - Mel T2 nas concentragdes de 50%, 37,5%, 25%, 12,5%, Controle
Negativo e Controle Positivo. (Fonte: Arquivo pessoal)

0 mel T3 mostrou eficacia nas concentragdes de 50%, 37,5% e 25%, ndo havendo crescimento da M.
pachydermatis nas placas. Na concentragdo de 12,5% houve crescimento em 100% das placas. No controle positivo
ndo houve crescimento. No controle negativo houve crescimento em 100% das placas (Figura 4).
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Figura 4 - Mel T3 nas concentragoes de 50%, 37,5%, 25%, 12,5%, Controle
Negativo e Controle Positivo. (Fonte: Arquivo pessoal)

Com os dados obtidos foi realizada a analise estatistica por meio do modelo linear generalizado, utilizando
a distribuicdo binominal pelo Programa SAS. Observou-se que houve interacdo entre os tipos de méis e as
respectivas concentragdes empregadas. Além disso, nos tratamentos T1 e T3 a partir de 25% o crescimento foi

nulo, porém, no T2, com o aumento da concentracdo, a probabilidade de crescimento também aumentou (Figura
5).

Predicted Probabilities for CRES = 1

= o

Probability

TIPO 1 2 3

Figura 5 - Andlise estatistica dos tipos de méis. (Fonte: Arquivo pessoal)

A partir dos resultados obtidos pode-se observar que a a¢io antifiingica do mel da abelha M. scutellaris e
da abelha A. mellifera demonstrou a mesma acdo inibitéria contra o fungo M. pachydermatis nas diferentes
concentracgdes. Revelando assim, que estudos com a utilizacdo do mel de A. mellifera que possui valor de mercado
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mais baixo, podem ser de grande valia. Também foi notado que as amostras do mesmo tipo de mel da M. scutellaris,
s6 que de regides diferentes, demonstraram comportamento diferenciado em relacdo ao efeito analisado,
determinado assim que podem existir fatores que influenciam na acdo antifingica do mel. Segundo Weston (2000),
a variacdo na acdo antimicrobiana se deve a muitos fatores que podem afetar a composicdo quimica dos méis,
incluindo diferencgas no solo e nas condi¢des atmosféricas, além das diferentes espécies vegetais que contribuem
para a formagdo desses produtos.

Existem outros fatores que podem contribuir para a propriedade antimicrobiana do mel como alta pressio
osmdtica, baixa atividade de dgua, baixo pH, baixo contetido protéico, baixo potencial redox devido ao alto teor de
acucares redutores, alta taxa carbono/nitrogénio, a viscosidade que limita a solubilidade do oxigénio e outros
agentes quimicos e fitoquimicos (Taormina et al., 2001; Weston, 2000; Hooper, 1976; White, 1979; Molan, 1997).
A soma de todas essas caracteristicas pode ter sido responsavel pela agdo antifingica demonstrada pelo mel.

Segundo Ballivian (2008), os meliponineos apresentam uma caracteristica relevante, pois armazenam o
mel em potes de cerume que sio feitos de cera combinada com prépolis. Assim, considerando que o mel de abelha
sem ferrdo durante o seu armazenamento permanece em contato com a prépolis, rica em resinas de plantas, existe
uma grande possibilidade de que esses constituintes fitoquimicos sejam infundidos ao mel, conferindo-lhe
propriedades antibacterianas, antifiingicas e antivirais (Temaru et al., 2007).

CONCLUSAO
0 resultado deste experimento foi positivo, pois tivemos a oportunidade de provar que o mel da M.
scutellaris possui atividade antimicrobiana em diferentes concentrag¢des contra a M. pachydermatis, fato que pode
significar, apds outros estudos, de seguranga in vitro e in vivo, além de clinicos, uma forma de tratamento
alternativo para otites provocadas por este fungo.
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preferentemente, na area do grafico (=Figura); evitar-se-a o
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