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RESUMO

Campylobacter termotolerantes relacionam-se a um grupo de patdgenos que sao
veiculados por alimentos e atualmente sdo considerados como 0s principais patdgenos de
ocorréncia global e com alta frequéncia de resisténcia a antimicrobianos. Pelo exposto, o presente
estudo teve por objetivo identificar biocompostos presentes em quatro extratos de propolis verde
e vermelha e avaliar alternativas quanto ao potencial antimicrobiano. Foram avaliados extratos
originarios do Brasil, obtidos por extracdo convencional etandlica e extracdo assistida por
ultrassom. Quatro culturas de colecGes e vinte e cinco isolados de trés espécies (Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli e Campylobacter lari) compuseram o estudo. A técnica utilizada foi
a de microdiluicdo em caldo em placa de 96 poc¢os que permitiu analisar onze concentracdes de
extratos de propolis (0,01 a 100 mg/mL™?). Observou-se variabilidade para atividade
antimicrobiana. Identificou-se maior viabilidade microbiana e motilidade, por microscopia
Optica, nas maiores concentracfes de prépolis testadas. Quanto ao efeito sobre viabilidade
bacteriana da propolis vermelha com relacdo a propolis verde, a primeira foi mais eficiente. Ndo
foi observada diferenca quanto aos métodos de extracdo. Conclui-se que os extratos de propolis
apresentaram efeito antimicrobiano insatisfatério, bem como efeito protetor celular para altas
concentragOes deste estudo, independentemente do método de extracdo, o que pode ter conotacéo
desejavel para diagnostico laboratorial.

Palavras-chave: Efeito antimicrobiano; efeito protetor; extratos naturais; patdgeno de origem
alimentar.



XVi

ABSTRACT

Thermotolerants Campylobacter are related to a group of pathogens that are carried by
food and are currently considered as the main ones of global occurrence and with high frequency
of resistance to antimicrobials. From the above, the present study aimed to identify biocomposites
present in four extracts of green and red propolis and to evaluate alternatives regarding the
antimicrobial potential. Extracts from Brazil, obtained by conventional ethanol extraction and
extraction assisted by ultrasound, were evaluated. Four cultures of collections and twenty-five
isolates from three species (Campylobacter jejuni, Campylobacter coli and Campylobacter lari)
comprised the study. The technique used was microdilution in broth in a 96-well plate, which
allowed the analysis of eleven concentrations of the propolis extracts (0.01 to 100 mg / mL-1).
Variability was observed for antimicrobial activity. Greater microbial viability and motility were
identified by optical microscopy at the highest concentrations of propolis tested. In addition,
regarding the effect on bacterial viability of red propolis in relation to green propolis, the red one
showed more efficient. There was no difference in extraction methods. It is concluded that the
propolis extracts had an unsatisfactory antimicrobial effect, as well as a cellular protective effect
for high concentrations in this study, regardless of the extraction method, which may have a

desirable connotation for laboratory diagnosis.

Keywords: antimicrobial effect; foodborne pathogen; protective effect; natural extracts



1.INTRODUCAO

Campilobacteriose € considerada uma importante gastroenterite que afeta os
humanos, estando entre as principais causas globais de doencas diarreicas, cuja incidéncia
e prevaléncia vém aumentando nos Gltimos 10 anos'™. As principais bactérias envolvidas
no desenvolvimento dessa doenga em humanos séo as classificadas como termotolerantes,
sendo Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis® responsaveis pela infecgéo.
Opta-se neste trabalho por utilizar a terminologia Campylobacter se referindo as espécies

termotolerantes.

Como fontes de infeccdo para os seres humanos pode-se citar alimentos
contaminados, como, leite cru, agua e as carnes contaminadas, destacando-se a carne de
frango* 5 7. Campylobacter sdo consideradas bactérias comensais do trato gastrintestinal
de frangos de corte e estabelecem colonizagdo persistente sem que o animal apresente
sintomatologia clinica visivel® °. Os frangos de corte podem possuir grandes cargas
bacterianas e permanecer infectados até o abate, aumentando as chances de ocorréncia de

contaminacio cruzada de carcagas de frango nas areas de processamento®.

O aumento da resisténcia antimicrobiana em patdgenos de origem alimentar,
entre eles, Campylobacter, € reconhecido por vérias autoridades internacionais, incluindo
a Organizacio Mundial de Satide (OMS), como preocupacdo emergente de satide plblica®®.
O Center of Disease Control (CDC) estimou em 2019 que Campylobacter cause por ano
cerca de 1.500.000 infeccBes somente nos Estados Unidos e que 29% delas sejam causadas

por isolados resistentes a antimicrobianos®! .

Uma possibilidade que vem sendo pesquisada como forma alternativa ao uso
de antimicrobianos no combate a microrganismos patogénicos é o uso de extratos ou
substancias naturais. Historicamente as plantas e diferentes matrizes naturais foram
utilizadas na medicina como fontes de diversas substancias, muitas delas com potenciais
antimicrobianos para o tratamento de diversas patologias. Dessa forma, as matrizes naturais
podem ser estudadas como fonte alternativa estratégica de compostos com diferentes
propriedades bioldgicas'?. Neste contexto, os extratos obtidos a partir da propolis sdo uma

possivel alternativa a ser explorada.

A propolis é composta por substancias resinosas, gomosas e balsamicas,

coletadas pelas abelhas, de brotos e flores, acrescidas de secregOes salivares, ceras e



polen®® 4 Sua coloragdo, consisténcia, composicdo quimica e, consequentemente a
atividade bioldgica, dependem da sua origem vegetal, da época do ano e regido na qual foi
produzida®>’. Dessa forma, ja foram identificados mais de 420 compostos em amostras
de prépolis, dentre esses: acidos graxos e acidos fenolicos, flavonoides, terpenos e aldeidos
que influenciam em suas propriedades fisicas, quimicas e biologicas'®?L. Além disso,
diferentes estudos demonstraram que a composicdo quimica e atividade biol6égica dos
extratos de propolis variam a depender do método de extracdo empregado, evidenciando
que as condicdes de extracdo influenciam diretamente no rendimento e na seletividade de

alguns compostos, e consequentemente, no potencial biotecnoldgico dos extratos obtidos?*-
24

O método de extracdo com etanol é o mais comumente utilizado pela indUstria
para obter diferentes tipos de extratos de propolis, mas apresenta desvantagens como a
baixa seletividade e baixo rendimento na extracdo de alguns compostos, além de longos
periodos de extracio o que gera aumento de custos ao processo?? 2. A extracdo por
ultrassom e a extracdo supercritica de fluidos tém sido utilizadas com o objetivo de
aumentar a eficiéncia da extracdo de importates compostos bioativos da propolis®* 26 27,
Devido as diferentes propriedades bioldgicas cientificamente comprovadas, a prépolis €
considerada uma importante matriz alternativa para o desenvolvimento de novos produtos

farmacéuticos ou ingredientes funcionais em alimentos 2% 28-30,

Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia
antimicrobiana de diferentes extratos de prépolis vermelha e verde, obtidos por dois
métodos de extracdo (ultrassdnica e etandlica), frente a isolados de Campylobacter de

origem avicola.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Campylobacter termotolerante

A familia Campylobacteraceae inclui 32 espécies, 13 subespécies no género
Campylobacter, nove no género Arcobacter, sete no género Sulfurospirillum e uma espécie
no género Dehalospirillum®:. Particularmente as espécies de Campylobacter de interesse
em alimentos séo aquelas classificadas como termotolerantes, sdo elas Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis®?. Essa
denominacdo se deve a sua capacidade de crescer entre 37 e 42°C com temperatura 6tima
de 41,5°C*3, Por serem inativadas por processos como a pasteurizagio ou cocgio adequada,

ndo sdo consideradas termorresistentes®.

As espécies do género Campylobacter possuem como principais
caracteristicas a forma de bacilos curvos, em formato de S ou espirais que podem medir de
0,2-0,8 pm de largura e 0,5-5 pum de comprimento® *2, Sdo bactérias Gram-negativas, ndo
formadoras de esporos, com flagelos polares nicos em uma ou ambas as extremidades, o
que possibilita motilidade semelhante a saca-rolhas, na qual as bactérias giram em torno
do seu proprio eixo3 %,

O género é considerado fastidioso, devido a sua multiplicacao ocorrer de forma
lenta. Essa caracteristica pode estar associada ao pequeno tamanho do seu genoma
(aproximadamente 1,64 Mb), sequenciado completamente no ano de 2000%¢. S&o bactérias
microaerofilas, necessitando baixa tensdo de oxigénio para multiplicacdo. Seu crescimento
é inibido quando a concentracdo de O2 € menor que 3% e maior que 15%, sendo 5% a
concentracdo considerada ideal. Além disso, sdo capnofilicos, pois requerem cerca de 10%
de CO; para sua multiplicacdo®’. Dessa forma, a atmosfera 6tima para seu crescimento é
composta de 5% de O,, 10% de CO; e 85% de N2*.

Meios com pH abaixo de 4,9, visto que esse microrganismo apresenta faixa de
pH o6timo préximo do neutro (6,5-7,5), e concentracdo acima de 2% de cloreto de sddio
(NaCl) sdo desfavoraveis ao seu desenvolvimento, o que explica o fato de pessoas que
fazem uso continuo de medicamentos antidcidos serem mais propensas a desenvolverem
gastroenterites ocasionadas por essa bactéria®’ 3% 4°, Sdo também sensiveis & desidratac&o,

tendo seu valor de atividade de agua 6timo 0.997, variando até >0.987*'. Com relacéo a



sua nutricdo, sdo microrganismos quimiorganotroficos que obtém suas fontes de energia
de aminoacidos ou ciclos intermediarios de acidos tricarboxilicos e ndo sdo capazes de
metabolizar carboidratos e lipideos®.

Diferentemente de outros patdgenos entéricos, esse microrganismo €
relativamente sensivel as pressdes ambientais o0 que impossibilita a sua multiplicacéo fora
do hospedeiro*?. Diversas hipoteses foram apresentadas para explicar a sua sobrevivéncia
nessas condicdes, incluindo a de que ele sobreviva no ambiente formando biofilmes e
entrando no estado viavel, mas ndo cultivavel (VNC)*3 44,

Fora do agente hospedeiro esse patdgeno € exposto a varios fatores estressores
como por exemplo, a exposicdo ao oxigénio, as mudancgas de temperatura, dessecacao,
variacdo de pH, auséncia de fontes de nutri¢cdo, entre outros, o que representa grande
desafio & sua sobrevivéncia®®. O aumento da tensio de oxigénio na atmosfera é o fator mais
estressante e comprometedor a viabilidade das espécies de Campylobacter durante o seu
ciclo de transmissao®.

O estdgio VNC € caracterizado por diminuicdo da atividade metabdlica,
aumento da producao de enzimas de captura de substrato e encolhimento celular. Em VNC,
0 patdgeno sobrevive a condicBes adversas por longos periodos*® 47. Esse estado é
considerado de extrema importancia em relacéo a saude humana e saude publica pois, por
ndo ser cultivavel, mesmo quando uma etapa de enriquecimento é usada para recuperar
células injuriadas, os métodos de isolamento convencional ndo sdo capazes de identificar
0 microrganismo no alimento e ainda sim, as células permanecem potencialmente
patogénicas3 4849,

Chaisowwong et al.>®, demonstraram que amostras de Campylobacter jejuni
em estado VNC continuaram expressando genes de viruléncia e aderindo a células
epiteliais comprovando a teoria de que essas células possuem potencial infeccioso. 1sso
justificaria, em parte, o desconhecimento das fontes de contaminacao das infecc¢des geradas
por esse microrganismo®. Estudos demonstraram a capacidade de células de
Campylobacter jejuni em estado VNC aderirem a superficies iniciando a formacdo de

biofilmes ou mesmo se associar a células ja em matrizes de biofilmes pré-existentes®?-54,

A formacéo de biofilme é uma estratégia de sobrevivéncia em ambientes hostis,
além de ser uma forma de se propagar entre hospedeiros e aderir a diferentes superficies,

como alimentos secos, produtos frescos, e equipamentos em areas de processamento



industrial®. Esses biofilmes podem resultar em sérias complicaces a salde dos
consumidores, além de perdas econdmicas devido a deterioragdo precoce dos alimentos °°.

Fatores ambientais, como materiais de superficie, nutrientes, pH, temperatura,
oxigénio e umidade, desempenham papel significativo na producao de biofilme. Fatores
intracelulares, como os genes associados a producdo de polissacarideos de superficie,
respiracdo, sistema regulador de dois componentes, deteccdo de quérum e motilidade
também desempenham funcdo importante na producdo dessa estrutura. Nos biofilmes, as
células bacterianas se tornam menos suscetiveis a acdo de desinfetantes e antimicrobianos
devido a presenca de uma espessa camada extracelular de polissacarideos que impede 0s
agentes antimicrobianos de atingi-las®. Por esta razdo, biofilmes podem servir como

importante fonte de contaminagdo cruzada na cadeia de producio de alimentos®.

2.2 Campylobacter termotolerante e a industria de alimentos avicolas

O padrdo microbioldgico para carnes de aves em relacdo a presenca de
Campylobacter ainda ndo estd completamente estabelecido. A Autoridade Européia para
Segurancga de Alimentos (EFSA)®, propde para carne de aves um limite critico de 103
UFC/g como um valor de contaminacéo indicativo, acima do qual se tornam iminente a
necessidade de adocdo de medidas corretivas para preservar a higiene do processo
produtivo. O Center of Disease Control and Prevention (CDC)® registrou a necessidade
de poucas bactérias para que um ser humano apresente sintomas, mais especificamente,
menos de 500 UFC/g. No entanto, pela adaptagdo e dindmica populacional, o fato do

alimento conter Campylobacter o classifica como impréprio para o consumo.

O crescimento da populacdo mundial requer o aumento da producdo de
alimentos em todo planeta. Dentro deste contexto, a industria avicola destaca-se como
fornecedora de proteina animal de baixo custo, o que leva a criacdo de frangos de corte a
ser uma atividade de grande importancia econémica internacional. A avicultura brasileira
destaca-se mundialmente por ser economicamente eficiente, apresentar baixo custo de
producdo e alta qualidade de produtos o que permite considera-la altamente competitiva.
O elevado status sanitario na avicultura nacional € um dos principais atributos da carne de

frango brasileira®®.



Ressalta-se que, com producdo em larga escala, aumenta-se também o risco de
contaminacgdo dos alimentos, podendo ocorrer em diversas etapas: na producéo da matéria
prima, nas linhas de processamento do alimento, por manipuladores ou equipamentos, por
exemplo, ou até mesmo nas etapas de armazenamento, acondicionamento e distribuicéo

que permitem a exposicéo direta ao ambiente®,

Na pesquisa mais recente do Public Health England®, a prevaléncia de
Campylobacter no Reino Unido no frango resfriado no varejo, foi de 54% (2304/4268).
Nesse periodo, 6% (256/4268) das amostras apresentaram valores maiores das amostras

apresentaram valores maiores que 1000 UFC por grama de pele de frango.

Estudo realizado em Oklahoma, nos Estados Unidos buscou identificar a
prevaléncia de amostras positivas para Campylobacter em frangos de corte e perus no
comércio varejista da cidade®?. Foi detectado maior prevaléncia em frangos proveninetes
de granjas do que naqueles advindos do sistema organico de producdo. Das 53 amostras
identificadas, 42 (79,24%) eram Campylobacter jejuni, oito (15,09%) eram Campylobacter
coli e trés (5,66%) isolados foram contaminados com ambas as espécies. A maioria dos
isolados de peru apresentou resisténcia a mais de sete antimicrobianos, enquanto a maioria
dos isolados recuperados de frangos foram resistentes a cinco a sete antimicrobianos. A
resisténcia a multiplas drogas ndo se limitou a isolados de fontes oriundas do sistema
intensivo de produgdo, mas também estava disponivel em isolados do sistema organico e
foi geralmente mais baixa em Campylobacter jejuni quando comparados aos de

Campylobacter coli®?.

Outro estudo identificou a ocorréncia de Campylobacter em carcagas em uma
planta comercial de codornas, ocasido em que se observaram 32,9% das carcacas obtidas
positivas. Dos 28 isolados recuperados, 18 (64%) eram Campylobacter jejuni e 10 (36%)
eram Campylobacter coli. Além disso, a resisténcia a tetraciclina foi detectada em todos 0s
28 (100%) isolados®.

Ressalta-se ainda que, o mesmo padrdo de resultados também foram
observados em estudos realizados no continente africanos. Em Sokoto, no nordeste da
Nigéria, a prevaléncia de Campylobacter em carne de frango foi de 81,9% em areas de
processamento de carnes de aves®®, enquanto que em agougues e lojas varejistas no
sudoeste da Nigéria a prevaléncia encontrada foi de 96%°%. A prevaléncia média relatada
para carne de frango no Senegal e na Africa do Sul foi de 73,1%, em contrapartida, estudos

em Gana e na Etiopia a prevaléncia encontrada foi proxima a 22%°%°’. Na Argélia, cepas



isoladas de perus mostraram resisténcia a tetraciclina (81,3%), ciprofloxacina (75,0%) e
eritromicina (25,0%). Foram identificados 18 padres de resisténcia a drogas e, além disso,
96,9% dos isolados eram multirresistentes®®,

No Brasil, Franchin et al.®® descreveram alta prevaléncia de Campylobacter em
carcacas de frango durante o processamento na regido Sul do pais (71,3%). Em Goias, a
presenca de Campylobacter em frango identificou 24% das carcacas positivas para o
género’®. Ha poucos estudos realizados levando em conta o produto final disponibilizado
ao varejo brasileiro. Em um desses estudos, realizado na regido do Distrito Federal e
Brasilia, Campylobacter jejuni foi encontrado em 19,6% das carcacas de frango resfriado
obtidas em diferentes estabelecimentos comerciais. Embora essa bactéria tenha sido
detectada em carcacas de frangos de corte, a sua prevaléncia em cortes no varejo € pouco

conhecida’®.

Estudo realizado no sul do pais isolou 50 cepas de abatedouros frigorificos no
estado do Rio Grande do Sul em 2012. As cepas foram investigadas quanto a
suscetibilidade antimicrobiana contra ciprofloxacina, &cido nalidixico e eritromicina pela
técnica de obtencdo da concentrac@es inibitdrias minima. Os resultados demonstraram que
98% (49) dos isolados eram sensiveis a eritromicina e 94% (47) dos isolados era resistente
a ciprofloxacina e 90% (45) ao &cido nalidixico 2.

N&o existe no pais, até o presente momento um sistema de vigilancia que
contemple essa bactéria. Entretanto, essa realidade tende a mudar rapidamente devido ao
surgimento de legislacdes em paises importadores de carne de frango brasileira®, visto que
0 Brasil € o primeiro exportador mundial dessa proteina e o segundo maior produtor’®. Fica
evidente a importancia e a necessidade de que se haja estudos e levantamentos no sentido

de estimar a prevaléncia desse patogéno devido a sua importancia em satde publica.

2.3. Campilobacteriose

Doengas de origem alimentar s&o um agravo de implicacdo mundial, pela
amplitude dos processos envolvidos para disponibilizacdo dos alimentos e pelo reflexo
direto a salde publica. Considerando as diferentes matrizes alimentares de origem vegetal
e animal, pode-se apontar que qualquer estagio do processo (iniciando-se na plantacao das

lavouras, no alojamento dos animais e finalizando no consumo) esta exposto ao risco de



contaminacdo, seja de cunho ambiental, por linhas de processamento do alimento, por

manipuladores ou relativos ao proprio alimento®.

Os principais patdégenos envolvidos nesses quadros clinicos sdo as espécies
classificadas como termotolerantes, sendo portanto Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari
e C. upsaliensis> ™. Campylobacter jejuni é responsavel por aproximadamente 90% dos
casos humanos, seguido de Campylobacter coli, responsdvel pela maioria dos casos

restantes®® ’°.

As principais fontes de infeccdo sdo leite cru, dgua e carnes contaminadas,
destacando-se a carne de frango, que é considerada a principal fonte de campilobacteriose
humana® ’® /. Na Unido Europeia (UE), estimou-se em 2015 que 30% das infecgBes

humanas estivessem associadas ao manuseio e consumo de carne de aves’®.

As aves sdo consideradas importantes reservatorios e fonte de transmisséo
deste patdgeno aos humanos, pois seu trato gastrointestinal oferece condi¢des adequadas,
principalmente térmicas, para a sobrevivéncia e disseminacio dessa bactéria’. Esse
microrganismo pode estar presente em grande quantidade no contetdo intestinal de aves,
resultando em contaminacao cruzada de carcacas de frango nas areas de processamento.
Campylobacter sdo consideradas organismos comensais que estabelecem colonizagéo
persistente sem sinal clinico visivel, em diversas espécies de aves, como galinhas, perus,

patos, codornas e avestruzes, além de aves silvestres® 8,

A campilobacteriose humana geralmente se desenvolve de um a cinco dias ap0s
a exposicdo e é caracterizada por diarreia sanguinolenta, febre, colicas abdominais e
vOmitos com duracgdo de aproximadamente uma semana. A infeccdo por C. jejuni tambem
vem sendo associada ao desenvolvimento de condigdes autoimunes, como a afeccao
neuromuscular conhecida como sindrome de Guillain-Barré (GBS), uma neuropatia
desmielinizante grave, que ocorre aproximadamente em 3 a cada 10.000 casos de
campilobacteriose* 8. As infeccBes por Campylobacter sio mais comuns em grupos
populacionais como criangas menores de 4 anos de idade, adultos entre 20 e 40 anos e

idosos acima de 75 anos®284,

A sintomatologia gastrointestinal dessa doenca é particularmente perigosa para
criangas pequenas, pessoas idosas e imunossuprimidas que apresentam maior potencial de
desidratacéo e perda de nutrientes, como sodio e proteinas, como consequéncia do quadro

diarréico®.



Dentre as doencas emergentes, consta a campilobacteriose, considerada a
gastroenterite bacteriana de origem alimentar mais comumente notificada nos paises
desenvolvidos em 20158, Tanto a incidéncia quanto a prevaléncia de campilobacteriose
aumentaram a partir de 2005 nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento®. Houve
aumento significativo no nimero de casos entre o0s paises membros desse bloco econémico
entre 2008 e 2017. Em 2017, relatou-se campilobacteriose humana em 27 paises membros
da Unido Europeia com 246.158 casos confirmados, resultando em uma taxa de notificacéo
de 64,8 casos por 100.000 habitantes. Entretanto, 0 aumento do nimero de casos em alguns
paises pode tanto demonstrar mudancas na exposi¢do, como também melhorias nos
sistemas de vigilancia . Acredita-se, no entanto, que o nimero real de casos seja de cerca
de nove milhdes a cada ano. O custo da campilobacteriose para os sistemas publicos de
salde e a perda de produtividade dentro da Unido Europeia foi estimado pela EFSA em

cerca de 2,4 bilhdes de euros por ano®®.

Nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
estimou que anualmente mais de 1,3 milhdo de pessoas desenvolvam sintomas relacionados
a infec¢bes por Campylobacter. A maioria dos casos ndo faz parte de surtos reconhecidos
e ocorrem em maior parte no verdo®®. De acordo com relatorio da FoodNet, 2015-2018°%,
aincidéncia de infecgdo por Campylobacter nos Estados Unidos em 2018, foi de 19,5 casos
a cada 100.000 habitantes, superando a incidéncia de infeccao por Salmonella , seguida por
STEC, Shigella sp. , Vibrio sp. , Yersinia sp., Cyclospora sp. e Listeria sp. Comparando
os dados obtidos entre os anos de 2015 a 2017, houve aumento de 12% no ndmero de
infec¢Oes por Campylobacter termotolerante.

Dados da Africa, Asia e Oriente Médio indicam que a campilobacteriose é
endémica nessas areas, especialmente em criancas®. Estima-se que na Africa Subsaariana,
3,8 milhdes de mortes de criancas menores de 5 anos sejam relatadas anualmente®® 88,
Campylobacter é um dos patdgenos bacterianos mais frequentemente isolados das fezes de
bebés com diarreia em varios paises em desenvolvimento no continente africano e
asiatico®. De acordo com a OMS, 2015%, 40% da carga global de doencas transmitidas
por alimentos atinge criangas com menos de cinco anos de idade, sendo a carga mais alta

por populacdo observada na Africa.

Aproximadamente 3500 pacientes sofrem de campilobacteriose a cada ano na
Coréia do Sul®. No Japdo, devido a tradicdo cultural de se consumir carne de frango crua

ou mal passada o risco de infec¢do por Campylobacter € alto®. A Comissdo de Seguranca



10

Alimentar Japonesa® estimou em 2017 que 150 milhGes de pessoas sejam infectadas por

essa bactéria anualmente.

Por ser doenca considerada autolimitante, geralmente ndo requer tratamento
medicamentoso e, em casos mais graves, antibidticos podem ser administrados®.
Entretanto, cabe enfatizar que a resisténcia a bases antimicrobianas é uma realidade, o que
tem desfavorecido a terapéutica humana quando necessaria®%. O aumento da resisténcia
antimicrobiana em Campylobacter é reconhecido por vérias autoridades internacionais,

incluindo a OMS, como preocupacio emergente de satde plblica®.

2.4 Resisténcia a antimicrobianos (RAM)

Estima-se que até o ano 2050 a populacdo mundial alcance 9,8 bilhdes de
pessoas'®. Por decorréncia, o crescimento populacional gera aumento significativo da
demanda por alimentos, o que pressiona os sistemas de producdo a serem cada vez mais

eficientes em quantidade e qualidade®®*,

Embora o fendmeno da resisténcia de microrganismos a antimicrobianos possa
advir da sua adaptacdo ao meio ambiente, ele vem sendo acelerado pelo uso inadequado e
excessivo desses medicamentos'® 13, Além destes, varios fatores podem ser citados como
possiveis aceleradores, como a falta de regulacdo e supervisao do uso de antimicrobianos,
a baixa adesdo terapéutica, 0 uso ndo terapéutico e disponibilidade de antimicrobianos
falsificados ou de qualidade duvidosa®®® 104,

As consequéncias da resisténcia a antimicrobianos incluem falhas terapéuticas
que contribuem para aumento da mortalidade, doencas mais severas, perdas produtivas e
reducio dos meios de subsisténcia e da seguranca alimentar e dos alimentos!®. O impacto
indireto inclui custos mais elevados para tratamento e cuidados de salde.
Consequentemente, minimizar o surgimento e a disseminacdo de microrganismos

resistentes e multirresistentes requer esforco coordenado, multissetorial e multinacional®®,

Nos paises em desenvolvimento, 0s patdgenos resistentes sdo comumente
encontrados em animais de producéo, produtos derivados e ambientes agroindustriais. Em
outra instancia, a falta de sistemas de vigilancia culmina em menor registro e dados

subestimados sobre o nivel desses patdgenos nessas fontes de contaminagao®®,
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O surgimento e disseminacdo de microrganismos resistentes a antimicrobianos
é um grande risco aos ganhos obtidos em satide publica ao longos dos anos'%’. Esse risco é
particularmente alto em paises nos quais ndo se tem legislacdo adequada, capaz de
fiscalizar e regular o uso desses farmacos, além de uma vigilancia regulatoria capaz de
detectar falhas nos sistemas de monitoramento. Normalmente, nesses paises, as medidas
de prevencao e controle dos mecanismos de resisténcia antimicrobiana também séo fracas
ou inadequadas!®®. De acordo com a Organizagdo Mundial de Sanidade Animal (OIE),
cerca de metade dos paises ndo possuem legislacdo estruturada sobre o uso de

antibioticos!®,

O Food and Drug Administration emitiu um relatdério no ano de 2016, no qual
afirma que os animais destinados a alimentagcdo humana consumiram aproximadamente 14
mil toneladas de antimicrobianos de relevancia a salde humana, sendo que a maior parte
desses compostos tem como principio ativo a tetraciclina, cerca de 5,8 mil toneladas de
tetraciclina, somente nos Estados Unidos!®. A OMS estimou em 2012 que o consumo de

antimicrobianos por animais foi o dobro do consumido por humanos**°.

A responsabilidade sobre o crescente numero de casos relatados de
microrganismos resistentes a antimicrobianos é compartilhada entre os setores humanos e
veterinarios e é necessario que seja enfrentado de forma multisetorial para que se obtenha
resposta amplificada e coordenada de todas as areas envolvidas. Dessa forma, surgiu uma
colaboracdo entre a Organizacdo Mundial de Sanidade Animal (OIE), a agéncia da
Organizacdo das NacGes Unidas destinada a Alimentacdo e a Agricultura (FAO), e a OMS.
Esses organismos internacionais uniram-se e baseado no conceito One Health (Uma Saude)
para reconhecer as necessidades e desafios de cada setor e impulsionar o desenvolvimento
de politicas e ferramentas, que auxiliem os paises membros no combate a RAM e melhoria

da biosseguridade em todos os niveis!® 111,

One Health ou Satde Unica é o termo usado para descrever o principio que
reconhece que a salde humana e animal estdo interligadas e sdo indissociaveis. Abordagem
para 0 meio ambiente como elo entre humanos e animais evidencia a fonte potencial de

novos microrganismos resistentes®’.

De acordo com a EFSA!? isolados de origem humana de Campylobacter
apresentaram alta resisténcia a ciprofloxacina e as tetraciclinas. A resisténcia as

fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, é em tal grau elevada em Campylobacter em
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alguns paises do continente europeu que esses antimicrobianos ndo sdo eleitos para o

tratamento de casos graves de campilobacteriose!!2,

O Center of Disease Control (CDC)!3 estimou em 2013 que Campylobacter
resistente a antimicrobianos causem por ano cerca de 310.000 infec¢des por ano somente
nos Estados Unidos. Além disso, de 1997 a 2011 houve aumento de 12% nos casos de
resisténcia a ciprofloxacina em Campylobacter nesse mesmo pais. As infec¢des causadas
por patdgenos resistentes custam mais aos cofres publicos por serem afecgdes que
normalmente demoram mais a serem solucionadas. A rota de origem alimentar é a principal
via de transmissdo de bactérias resistentes e genes de resisténcia de animais para humanos,

apesar de existirem outras vias de transmissao*'*.

O’hara et al''® realizaram um estudo em Londres que comprovou que a
bacteremia por Campylobacter continua sendo uma causa rara, mas significativa, de
morbidade com uma baixa mortalidade associada. A resisténcia a ciprofloxacina aumentou
durante o periodo do estudo, com 35% dos isolados sendo resistentes em geral, em
comparacdo com apenas 3% exibindo resisténcia a macrolideos. Apesar de uma minoria
de pacientes recebendo antibioticoterapia empirica apropriada, a mortalidade geral foi de
apenas 7%. Relatos como o de Spapen et al*'®, tém vinculado infeccdes por Campylobacter

a quadros de cardiomiopatia humana.

O plano de acéo global sobre resisténcia antimicrobiana, criado em 2015, pela
OMS, baseia-se em cinco objetivos visando solucionar ou pelo menos diminuir o nimero
de casos associados aos patdgenos resistentes existentes. Sdo eles: melhorar a compreenséo
sobre a resisténcia antimicrobiana através de educacéo e comunicacédo eficazes; ampliar o
conhecimento sobre 0 assunto através de vigilancia e pesquisa; reduzir o nimero de casos
através de acbes eficazes de higiene, prevencdo e saneamento; racionalizar o uso de
antimicrobianos na salde humana e animal; aumentar 0 investimento em novos
medicamentos, métodos e técnicas de diagndstico mais rapidos e eficazes, vacinas e outras

intervengGes!!t,

Dessa forma, as plantas e outras matrizes de origem natural tém sido
historicamente utilizadas como fontes de substancias antimicrobianas naturais para o
tratamento de diversas doencas'?. Diversos estudos vém sendo desenvolvidos visando o
isolamento e identificacdo de agentes antimicrobianos provenientes de extratos vegetais e

outros produtos naturais, com atividade comparada a dos tradicionalmente utilizados.
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Porém, com menor toxicidade, muitas vezes mais eficazes contra a resisténcia de

microrganismos patogénicos e com um menor impacto ambiental?’.

A eficécia de extratos de fontes naturais vem sendo comprovada contra uma
ampla diversidade de microrganismos multirresistentes a antimicrobianos convencionais
isolados de diferentes origens, demonstrando a importancia do desenvolvimento de
pesquisas acerca do seu potencial como alternativa ao uso dos farmacos antimicrobianos

convencionaist®12°,

2.4 Propolis

Em 2016, Nothias et al.1?® discorreram sobre a necessidade de investigacio de
produtos naturais, bem como sobre as suas potencialidades uma vez que a resisténcia a
antimicrobianos é de cunho global. Entende-se por prépolis o produto oriundo de
substancias resinosas, gomosas e balsamicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e
exsudados de plantas, nas quais as abelhas acrescentam secrecdes salivares, cera e polent4,
Ela pode apresentar variacdes na coloracdo e consisténcia e é utilizada pelas abelhas para
a defesa da colmeia e protecdo contra insetos e microrganismos®®. As abelhas também a
utilizam para estreitar a entrada da colmeia, a fim de impedir invasores e diminuir a entrada
de correntes de ar, além de recobrir buracos e fendas, e imobilizar intrusos mortos pesados
demais para serem removidos, evitando a proliferagdo de microrganismos patogénicos*?’.
No geral, a propolis é considerada um produto essencial para a imunidade da coldnia de

abelhas!?8 129,

A propolis tém alcancado destaque no mercado nacional e internacional devido
a sua composicdo quimica e propriedades bioldgicas'®. O Brasil ocupa a terceira posi¢ao
como maior produtor mundial de prépolis e produz aproximadamente 150 toneladas por
ano. Dois tercos do total sdo destinados a exportacdo. O pais que mais importa esse produto
do Brasil ¢ 0 Japdo'*°. Dados da Federagéo de Apicultores de Minas Gerais revelam que a
prépolis produzida no estado chegou a ser considerada a melhor do mundo no mercado

japonés, onde o quilograma do produto chegou a custar US$ 200 nos anos 20008,

Park et al.1?’, classificaram em 12 grupos as propolis brasileiras encontradas e

coletadas nas diferentes regides do pais, usando como parametro as diferentes coloracoes
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apresentadas pelos seus extratos. Esta classificacdo foi feita com base no perfil quimico
obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absorcdo na regido UV-visivel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, bem como, pela atividade antimicrobiana e
antioxidante de cada material analisado. De acordo com essa divisdo, cinco prépolis sdo
produzidas na regido sul do Brasil (grupos 1 ao 5), seis na regido nordeste (grupo 6 ao 11)

e uma na regido sudeste (grupo 12).

Anos depois desta classificagdo, uma nova propolis foi encontrada no nordeste
brasileiro, em Maceid — Alagoas, classificada como pertencente a um novo grupo, pois
possuia a coloragdo avermelhada®®!. Dessa forma, o Brasil possui atualmente 13 grupos
diferentes de prépolis classificadas e baseadas em caracteristicas fisico-quimicas,

composicéo de fitoquimicos e origem botanica!3> 33,

2.4.1 Origem Botanica e Composi¢ao quimica

A origem botanica da propolis determina a variagdo de sua composicao fisico-
quimica. A fonte vegetal utilizada pelas abelhas em paises da América do Sul € diferente
da encontrada em outros paises, 0 que torna a composicao quimica da propolis brasileira
diferenciada®®. A correlacio do tipo de propolis com a sua origem boténica ¢ algo dificil
de ser realizado devido a grande diversidade da flora brasileira, e dessa forma, apenas
alguns tipos possuem origem boténica identificada?’. Além disso, no pais, existem muitas
plantas que podem ser visitadas pelas abelhas como fontes de propolis, e a sua composi¢éo

quimica pode diferir dependendo da localizagdo geografical®.

A propolis brasileira mais popular é a propolis verde, originaria da planta
Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), uma planta nativa do Brasil, conhecida como
alecrim do campo?3> 138, Os extratos aquosos da propolis verde demonstraram ser ricos em
derivados de acido clorogénico, acido p-cumarico e acido cafeoilquindico, enquanto 0s
extratos etandlicos contém artepilina C, &cido p-cumérico e derivados do acido
cafeoilquindico®®’. Artepilina C é o principal biomarcador da propolis verde brasileira e
considerado atualmente como composto de grande interesse para a industria farmacéutica
devido a sua grande variedade de propriedades biologicas como potencial anti-

inflamatério, antioxidante e antimicrobiano 38140,
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Com relacdo a propolis vermelha brasileira, a ultima a ser identificada e
classificada, tem como origem boténica o exsudato resinoso de Dalbergia ecastophyllum,
popularmente conhecida como rabo de bugio. Dessa forma, a producdo dessa propolis é
comum na regido de manguezais devido a presenca dessa planta®™ 41 Trabalhos
desenvolvidos com essa propolis tém demonstrado grande potencial bioldgico, incluindo a

atividade antimicrobiana, contra varios microrganismos?® 142 143,

No que diz respeito a prépolis vermelha, sua atividade bioldgica se deve
principalmente as isoflavonas, que atuam sinergicamente com outros compostos. A
formononetina é considerada uma das principais isoflavonas presentes nas amostras dessa
prépolis. Outros compostos foram identificados nas fragdes e extratos da propolis vermelha
brasileira, como vestitol, neovestitol, biochantina A e liquiritigenina, também séo
considerados marcadores importantes e tém sido associados a diferentes efeitos bioldgicos.

Dentre eles a biochantina A ¢ considerada o principal marcador desse tipo de propolis?®144

A composicdo quimica da propolis depende de varios fatores, incluindo o
tempo de coleta, origem geografica, flora no local de coleta, espécies de abelhas e métodos
de extracdo para obtencéo do extrato®® 22 143, Até agora, mais de 420 constituintes quimicos
foram identificados nas propolis de diferentes regides? *45. A maioria das amostras de
prépolis compartilham semelhancas consideraveis em sua natureza quimica. Em geral, a
prépolis bruta é composta por 50% de resina e balsamo vegetal (que contém os compostos
biologicamente ativos), 35% de ceras (principalmente cera de abelha, algumas ceras
vegetais), 5% a 10% de Oleos arométicos, 5% de pdlen e outras substancias menores,

incluindo detritos organicos*® 146,

Os principais compostos bioativos presentes na prdpolis sdo 0s compostos

fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos e os seus ésteres), terpenoides e esteroides*® 147,

2.4.2 Propriedades biologicas

As propriedades bioldgicas da propolis podem ser atribuidas a uma variedade
de compostos quimicos incorporados na mistura de resina. A composi¢do quimica e as
atividades biologicas da propolis podem variar de acordo com o método de extracéo

utilizado*3,
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Extratos de uma mesma planta, obtidos a partir de extracGes e solventes
diferentes tem potencial de agdo antibacteriana diferentes. Normalmente, extratos
etandlicos apresentam potencial antimicrobiano maior quando comparados com extratos
hidroalcodlicos ou aquosos, por conta dos compostos biodisponibilizados por meio dessa

extracao®,

Os flavonoides sdo considerados 0s principais compostos responsaveis pelos
efeitos benéficos da propolis. Esses compostos fendlicos provenientes de plantas atuam em
varios processos fisiologicos e exercem funcdo antioxidante e antimicrobiana?®. As
benzofenonas, que sdo compostos fendlicos que apresentam alta atividade antimicrobiana,
antitumoral e antioxidante, também estdo entre os compostos quimicos detectados e

isolados a partir de propolis encontradas, principalmente em regides tropicais?.

Os extratos da propolis tém apresentado diversas atividades farmacoldgicas,
como propriedades hipotensoras®*”4°, imunomoduladoras!®*®*>?, anti-tumorais'®3!%,
antibacterianas®® %, antivirais™®® %7, antifungicas % ° anti-inflamatorias®® e
antiparasitarias'*?; que sdo atribuidas a sua complexa composicdo quimica, principalmente

pela presenca de fitoquimicos oriundos do metabolismo secundario das plantas®®L,

2.5 Justificativa

O aumento da resisténcia a antimicrobianos por isolados de Campylobacter de
origem alimentar nos Ultimos anos, tem chamado a aten¢do ao redor do mundo. Sendo cada
vez mais necessario que se busqgue alternativas viaveis ao uso desses farmacos na inibicéo
e eliminacdo desses patdgenos. Nesse contexto, os extratos naturais sdo uma alternativa a
ser pesquisada, entre eles os extratos de propolis, principalmente aqueles oriundos de paises
tropicais pelo potencial farmacol6gico dos seus componentes. O que justifica a pesquisa

realizada.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Quantificar compostos bioativos e avaliar o efeito antimicrobiano de extratos
de propolis verde e vermelha sobre Campylobacter termotolerantes isolados de alimentos

de origem avicola.

3.2 Objetivos especificos

Determinar teores de compostos fenolicos, flavonoides e radicais antioxidantes
dos extratos de propolis verde e prépolis vermelha;

Avaliar acdo inibitéria de extratos de propolis verde e vermelha sobre culturas
de colecdes e Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e Campylobacter lari isolados de

carcacas de frango.
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4. HIPOTESES

Os extratos de prépolis verde e vermelha possuem efeito antimicrobiano sobre

Campylobacter termotolerante, em concentragdes pré-definidas.

Os extratos de propolis verde e vermelha ndo possuem efeito antimicrobiano

sobre as espécies de Campylobacter termotolerante, em concentracGes pré-definidas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo dos extratos

As propolis que compuseram o estudo foram duas, verde e vermelha,
originarias dos estados do Parana, com obtencdo em 2013, e da Bahia, com obtencdo em
2017, respectivamente. A partir das propolis mencionadas foram realizadas extracdes por
dois métodos: extragdo assistida por ultrassom e a convencional, ou etandlica, totalizando

quatro extratos, conforme disposto no Quadro 1.

QUADRO 1 — Descricdo das prépolis, tipo de extracdo e localidade de origem

Tipo de propolis | Tipo de extragdo | Localidade Ano Cédigo
Ultrassonica Parané 2013 VeUP13
verde 3li 4 2013 VeEP13
Etanolica Parana
Ultrassonica Bahia 2017 VoUC17
Vermelha
Etanélica Bahia 2017 VOoEC1/

De forma geral, um total de 2 g de cada amostra de prépolis (verde ou
vermelha) foram homogeneizadas com 25 mL de etanol a 80% em frasco de vidro e
colocadas em um equipamento de ultrassom (Lauda, Brasil) com uma poténcia de 400 W,
frequéncia de 60 kHz, temperatura de 50 °C por 80 minutos. Para a extra¢do etandlica
convencional foi aplicado o processo industrial utilizado para obtencdo de extratos de
prépolis no Brasil. Assim, 2 g de cada amostra de propolis (verde ou vermelha) foram
submetidas a infusdo com etanol a 80% por sete dias (25 °C). Para a extragéo assistida por
ultrassom foi utilizada a metodologia de Chen et al.1®2 ¢ Reis et al.?2

Os extratos obtidos pelos dois métodos foram centrifugados em centrifuga de
bancada a 20.000 RPM por 20 min a 4 °C e o sobrenadante obtido foi filtrado. Por fim, os
extratos foram secos a temperatura de 40 °C em estufa com circulagédo de ar para

evaporacdo completa do solvente.
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5.2 Identificacdo de compostos bioativos dos extratos de propolis

5.2.1 Determinagéo dos compostos fenolicos totais

A determinacdo de compostos fenolicos totais dos extratos de prépolis foi
feita de acordo com o0 método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Woisky
e Salatino'® usando 4cido gélico como padrdo. O etanol (95%) foi usado para dissolver os
extratos, a fim de se obter uma concentracéo de 0,1 mg/mL. Em seguida, retirou-se 0,5 mL
da aliquota do extrato e misturou-se com 2,5 mL de solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau
(10%) e 2,0 mL de carbonato de sodio a 7,5%. A solucdo foi colocada num banho com
regulacdo térmica a 50° C durante 5 minutos (Marconi, M127, Brasil), e depois a
absorbancia foi medida num espectrofotémetro (Femto-700 plus) a 765 nm, utilizando
cubeta de quartzo com caminho Optico de 10 mm e volume de 3,5 mL. Os resultados das
concentracdes de compostos fendlicos totais foram comparados a uma curva padrdo de
acido galico (equivalentes de acido galico) (mgGAE.g™) nas mesmas condicOes. Todas as

analises foram executadas em triplicata.

5.2.2 Determinacdo do teor de flavonoides totais

A determinacéo de flavonoides dos extratos foi realizada de acordo com o
método colorimétrico do cloreto de aluminio®®. Inicialmente, 2,0 mL de cada extrato (0,3
mg/mL) foram transferidos para o tubo de ensaio e adicionados 2,0 mL de solucéo
metandlica de cloreto de aluminio (AICI3) a 2%. As amostras foram homogeneizadas e
deixadas sob o abrigo da luz por um periodo de 30 min. A absorbéancia das amostras foi
medida em um espectrofotdmetro (Femto - 700 plus) a 415 nm. O mesmo procedimento
foi realizado utilizando solug¢Ges conhecidas de padrdo de quercetina para elaborar uma
curva padrdo. Além disso, uma amostra em branco foi preparada nas mesmas condi¢oes e
a quantidade de teor de flavonoides foi expressa como equivalentes de quercetina (EQ) (mg

EQ/g). Todas as analises foram executadas em triplicata.
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5.2.3 Determinagdo da atividade antioxidante total pelo radical livre
DPPH

A capacidade antioxidante dos extratos das propolis foi determinada
utilizando-se 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH), de acordo com a metodologia descrita por

185, Os extratos foram diluidos na concentragdo de 50 pg.mL™* em triplicatas. Em

Molyneux
seguida, 1,0 mL de cada diluicdo foi transferido para um tubo de ensaio contendo 3,0 mL
de solucdo etanolica de DPPH (0,004%). Ap6s 30 minutos de incubag¢do no escuro a
temperatura ambiente, mediu-se a reducéo do radical livre DPPH lendo a absorbéancia em
um espectrofotdmetro (Femto-700 plus) a 517 nm. Procedimento similar foi realizado
substituindo a amostra de extrato por etanol, obtendo dessa forma o branco. A porcentagem

de inibicdo do radical DPPH foi calculada através da equacgéo abaixo:

% de sequestro = 100 - [(média das absorbancias X 100 ) / absorbancia em

branco] (Equacéo 1)

5.2.4 Diluigbes utilizadas dos extratos de prépolis

A diluicdo dos extratos de propolis foi feita a partir da pesagem da quantidade
de material a ser utilizado e da adi¢éo de etanol 98% na quantidade suficiente para obtencao
da concentracdo inicial a ser testada (100 mg/mL). A partir desta concentracao, outras dez
concentragdes foram obtidas por dilui¢do seriada. Desta forma, as concentragdes referiram-
se a 0,097 mg/mL, 0,195 mg/mL, 0,391 mg/mL, 0,781 mg/mL, 1,562 mg/mL, 3,125
mg/mL, 6,25 mg/mL, 12,5 mg/mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL.

5.3 Bactérias de colecdes e isolados de campo

Quatros cepas referéncias subsidiaram o0s ensaios com bactérias padronizadas
de colecdes especificas do Instituto Adolfo Lutz (IAL) e da colecdo americana American
Type Culture Collection (ATCC). Compuseram 0s ensaios, duas cepas do género

Campylobacter e duas do género Salmonella.
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Com relacdo a Campylobacter spp. foi utilizada Campylobacter coli cedida
pelo Instituto Adolfo Lutz e Campylobacter jejuni (ATCC 33291). Referente ao género
Salmonella, foram utilizadas Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella
Typhimurium (ATCC 14028).

Em adico aos ensaios apontados anteriormente e considerando a variabilidade
fenotipica e genotipica identificada em uma mesma espécie e entre espécies de
Campylobacter termotolerantes extraidos de alimentos, 25 isolados de campo foram
selecionados, todos provenientes de carcacas de frangos e armazenados em temperatura de
80 °C negativos. Trés espécies e um isolado com classificagdo para género compuseram 0s

microrganismos de campo avaliados, conforme especificado no Quadro 2.

QUADRO 2 - Campylobacter termotolerantes isoladas de carcacas de frango que
subsidiaram a investigacdo para acao dos extratos de propolis
Espécie Quantidade de isolados | Identificacdo adotada
Campylobacter jejuni 12 CJ-1
Cl-2
CJ-3
Cl- 4
CJ-5
CJ-6
Cl-7
CJ-8
CJ-9
CJ-10
CJ-11
CJ-12
Campylobacter coli 11 CC-1
CC-2
CC-3
CC-4
CC-5
CC-6
CC-7
CC-8
CC-9
CC-10
CC-11
Campylobacter lari 01 CL
Campylobacter spp. 01 C
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5.4 Fluxograma da atividade experimental

Visando facilitar o entendimento das etapas que fizeram parte da atividade
experimental, optou-se por elaborar fluxograma antecedendo a descricdo e explicagdo de

cada procedimento.

Enzaios preliminaras
[recuperagdo/maotilidade)
~
Ensaio de microdiluicdo (Elaboragao
das placas de 56 pogos)

. Incubacao h
Microaerofilia por 41,51°C f44+4
horas

e,
e

Adicdo da solugio de resazuring
.

horas

Leitura visual de coloragdo

A
Incubacdo
Microaerofilia por 41,5+1°C /10+4

Analise microscopica motilidade e
densidade

FIGURA 1 — Etapas da atividade experimental
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5.4.1 Preparacdo dos indculos bacterianos

a) Ensaio de recuperacao

As culturas bacterianas foram descongeladas em temperatura ambiente, e
semeadas em agar Charcoal Cefoperazona Desoxicolato Modificado (mCCDA)
(OXOID®) suplementado com antibidticos e em agar CampyFood ID (BIOMERIEUX®).
Todas as placas foram incubadas em microaerofilia a 41,5+1°C/ 44+4 horas. Para
confirmacéo de viabilidade de culturas adotou-se o critério de observacao de crescimento
caracteristico de colnias nos dois tipos de agar. Esses testes seguiram as consideracfes da
ISO 10272-1:2017%¢5,

b) Ensaio de confirmac&o de viabilidade

Foram preparadas suspensfes em solucéo aquosa peptonada a 0,1% m/v a partir
das colbnias obtidas do agar mCCDA, turbidez de 0,5 da escala de McFarland

(bioMérieux), aproximadamente 1,5 x108 UFC/mL.

A partir da homogeneizacgdo dessa solucdo aquosa foram preparadas laminas e
observada a motilidade de estirpes de CJ/CC/CL/C, ocasido em que houve a manutencéao

ou exclusdo dos isolados. Esses testes seguiram as consideracgdes da 1SO 10272-1:20176°,

5.4.2 Preparagcéo e utilizagdo da solugéo de resazurina

A solucgdo de resazurina a 0,1 % foi preparada a partir da adicdo de agua
destilada estéril ao reagente em p6 imediatamente antes da sua adicdo as placas de 96
pocost®® 189 Apds a adicdo desse reagente aguardou-se aproximadamente 12 horas em
incubacdo em microaerofilia. Apos este periodo de tempo a leitura visual correspondeu a
classificacdo de inatividade bacteriana para a coloragéo azul e atividade para a coloracéo
rosa/avermelhada. A resazurina por ser um corante que atesta a presenca de crescimento
microbiano por sua caracteristica de indicador de reacBes de oxirreducdo, permite

determinar a menor concentracdo inibitdria associada aos extratos.
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5.5 Ensaios de microdiluicéo

Para a determinagdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) foi utilizado o
método de microdiluicdo em placas de 96 pocos descrito pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute 167168 A partir do in6culo bacteriano padronizado transferiu-se 15 pL
da solugdo aquosa salina para 15 mL de caldo Bolton suplementado e procedeu-se a
homogeneizacdo. Em seguida transferiu-se 140 pL do caldo para cada po¢o da placa de 96
pocos. A Figura 2 refere-se a esquematizacdo da adigcdo dos indculos e das concentracdes

de propolis, sem a adicdo da resazurina.

Concentragdes do extrato de propolis

100 50 25 125 625 3,125 1562 0,781 0,390 0,195 0,097 Controle diluigdes em mg/mL

VoEC17

VoUC17

VeEP13

VeUP13

FIGURA 2 — ConcentracBes extrato de propolis etanolico vermelho (VoEC17) de
Canavieiras do ano de 2017, extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom de propolis
vermelha (VoUC17) de Canavieiras do ano de 2017, extrato etandlico de préopolis verde
(VeEP13) do Parana do ano de 2013 e extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom
de propolis verde (VeUP13) do Parana do ano de 2013. Colunas de 1 a 11 correspondem
as diluigoes de cada extrato 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,781; 0,390 € 0,195 e
0,097 mg/mL, respectivamente. A coluna 12 foi destinada ao controle da solucdo de
resazurina a 0,01% (presenca do microrganismo sem adigao do extrato da propolis).

Apos a adi¢do do indculo bacteriano, procedeu-se a adi¢do da propolis em sua
maior concentracdo (100 mg/mL). Em todas as placas seguiu-se 0 mesmo padréo: nas
linhas A e B adicionou-se o extrato etandlico de propolis vermelha, nas linhas C e D
adicionou-se o extrato ultrassdnico de propolis vermelha, nas linhas E e F adicionou-se o
extrato etandlico de propolis verde e nas linhas G e H adicionou-se o extrato ultrassénico
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de prépolis verde. Adicionou-se 140 pL do respectivo extrato de prépolis no primeiro poco
de cada linha e procedeu-se a homogeneizacao e diluigéo seriadas a partir da transferéncia
de 140 pL para 0s pocos seguintes até o pogo 11.

Nenhum poco da coluna 12 recebeu o extrato de prépolis pois foi destinado a
ser utilizado como poco controle e por isso recebeu nesse momento somente o indculo
bacteriano. Cada isolado foi testado em uma placa. Observa-se que as linhas Ae B, Ce D,

E e F e linhas G e H compuseram duplicatas dos ensaios de cada propolis utilizado.

Todas as placas foram incubadas em microaerofilia a 41,5£1°C durante 44+4
horas. Apoés esse periodo procedeu-se a adi¢do de 30 pL de solugédo de resazurina em cada
poco da placa de 96 pocgos, inclusive no controle bacteriano (coluna 12) e incubou-se
novamente em condi¢Oes de microaerofilia a 41,5+1°C durante 10+4 horas para que fosse
possivel a metabolizagdo desse reagente. A solucdo de resazurina em sua forma original
apresenta-se na coloracdo azul escura, nos pocos nos quais a cor do corante € alterada,
significa que a atividade microbiana é existente e consequentemente o extrato ndo foi capaz

de inativar o microrganismo.

5.6 Microscopia Optica por contraste de fase

Foram elaboradas laminas a partir de cada isolado em todas as concentracfes
de exposicdo de cada extrato de prépolis testado, para analise de motilidade em
microscopio éptico. Foi depositado a aliquota de 8 pL pds incubacdo e p6s adicdo do
reagente colorimétrico sobre a superficie de uma lamina de vidro e recoberto com uma
laminula. Observando motilidade dos isolados com auxilio de microscdpio éptico com

lente de aumento de 40x.

Desenvolveu-se uma escala propria para classificacdo de motilidade
posteriormente transformada em um escore para melhor interpretacdo dos dados. A
presenca ou auséncia de motilidade foi definida pelas siglas M (motilidade) e NM
(bactérias ndo moveis) visualmente definido pela presenca de cocos (Figura 3). A
densidade foi quantificada por nimero de simbolos (+) e (-) e correlacionadas a um escore

numerico (Tabela 1).
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TABELA 1- Padronizacdo entre a quantificacdo da densidade bacteriana e o escore
numérico utilizado para a elaboracgdo dos gréficos

Densidade bacteriana Escore Classificagdo
- 0 A
+ 1 B
+ 2 c
+++ 3 D

FIGURA 3- Fotografias das imagens obtidos por microscopia éptica. (A) Densidade
bacteriana classificada por escala propria como muito baixa (-); (B) Densidade bacteriana
classificada por escala propria como baixa (+); (C) Densidade bacteriana classificada por
escala prépria como média (++) e (D) Densidade bacteriana classificada por escala
prépria como alta (+++). Aumento de 40 x.

A andlise estatistica adotada para as comparagdes dos extratos/métodos de
extracdo, com relacdo aos teores de compostos fendlicos, flavonoides e percentual de
DPPH referiu-se ao Teste de Tukey, nivel de confianca a 95%.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 estdo descritas as composi¢des dos extratos de propolis.

TABELA 2 - Determinacdo do contetdo de compostos fendlicos totais (mg EAG/Q),
flavonoides (mg EQ/g) e da atividade antioxidante por DPPH (%) dos

quatros extratos.

Compostos
Fendlicos Flavonoides
Extratos (mg EAG/g) (mg EQ/g) DPPH (%0)
VeEP13 188,46+0,48° 40,35+0,26° 56,88+0,21°
VeUP13 301,76+0,65% 31,08+0,57¢ 57,27+1,612
VOEC17 235,42+0,96 155,56+0,642 70,61+0,01°
b b b
VoUC17 249 52+2 242 133,56+1,38 70,40+0,23

Legenda: VeEP13 - extrato etandlico de propolis verde do Parand, 2013 e VeUP13 -
extrato obtido por extragéo assistida por ultrassom de prépolis verde do Parana, 2013;
VOEC17 - extrato de propolis etandlico vermelho de Canavieiras, 2017; VoUCL17 -
extrato obtido por extracdo assistida por ultrassom de propolis vermelha de
Canavieiras,2017. Valores com a mesma letra na mesma coluna ndo apresentam
diferenca significativa (p <0,05) usando o teste Tukey, nivel de confianca de 95%.
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Analisando o doseamento dos extratos, observou-se que propolis verde possui
menor concentragdo de flavonoides quando comparado a prépolis vermelha. Com relacéo
ao método de extracdo percebe-se que os extratos de prépolis verde possuem
aproximadamente trés a quatro vezes menor quantidade desse composto que a propolis
vermelha. Desta forma, visto que os flavonoides sdo compostos fenoélicos que possuem
diferentes atividades bioldgicas, entre elas a acdo antioxidante®®1° o aumento da sua
concentracdo nos extratos de prépolis € um indicativo de inibicdo da velocidade de
oxidacdo, reduzindo dano celular causado por espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espeécies reativas de nitrogénio (ERN).

Destaca-se também a diferenca entre a capacidade antioxidante dos extratos de
prépolis verde e vermelha, item importante a ser analisado, uma vez que a quantidade de
DPPH corresponde ao percentual do composto que inibe a oxidacao.

Importante ressaltar que a atividade bioldgica da propolis se deve a acdo
sinérgica de todos 0s seus compostos e ndo somente um grupo especifico de compostos
quimicos!’172, Soma-se a isto o fato de que a composicdo é interdependente da origem
boténica, da regido, da sazonalidade e dos métodos de extracao.

Outro fator relevante é a biodisponibilizacdo dos compostos quimicos
identificados, considerando o método de extraco e a atividade bioldgica do extrato??173
175, Extratos etandlicos tém sido mais comumente usados devido ao seu contetido em acidos
fendlicos e flavonoides’®. Esse método, entretanto, tem as desvantagens de baixa
seletividade e baixo rendimento na extracdo de compostos de interesse, além de longos

periodos de extracdo, aumentando assim 0s custos desse processo?>173,

A extracdo assistida por ultrassom, a assistida por micro-ondas e realizada por
fluido supercritico sdo alguns métodos que tém sido utilizados visando aumentar a
eficiéncia da extragdo dos componentes bioativos da propolis’’1’®, Nesse contexto, a
extracdo assistida por ultrassom representa uma alternativa confidvel aos métodos
tradicionais de extracdo e tem sido amplamente aplicada na extracdo de compostos de
diferentes matrizes naturais'’®®°. Apresenta como principais vantagens: obter compostos
de interesse em um tempo mais curto, com rendimentos mais altos e menor consumo de
solvente quando comparados aos métodos de extragdo convencionais??8:182 O que o torna
um método de extracdo ecologicamente mais interessante, economicamente viavel e

eficiente?®®,



30

Quanto aos componentes, alem dos flavonoides, a propolis contém extensa
gama de outros compostos antioxidantes que interagem com os radicais livres, como 0s
polifenois, por exemplo!®®. Ademais, esse trabalho ndo pesquisou atividade estratificada
de bioativos da prépolis.

Acrescenta-se que a propolis verde € a Unica que possui 0 composto fenolico
Artepelin C. Este componente € um marcador com acéo relevante considerando as fungdes
bioldgicas identificadas, entre elas a atividade antimicrobiana, principalmente relacionadas
a fungos e bactérias Gram positivas quando avaliados in vitro®84,

No quesito da avaliacdo do efeito antimicrobiano, identificou-se em trabalhos
realizados pelo mesmo grupo de pesquisa, que as bactérias Gram-negativas, originarias de
culturas de colecdes especificas, apresentaram comportamento diferente frente aos mesmos
extratos, bem como tiveram comportamento divergente das cepas de campo. Isto pode ser
justificado devido a ecologia desses microrganismos e 0 comportamento frente a ambientes
adversos.

As Tabelas 3 e 4 contém dados relativos ao intervalo de inibi¢do e auséncia de
inibicdo dos isolados testados pelo parametro do método de microdiluicdo com indicador

de resazurina.
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TABELA 3 — Intervalos testados do extrato etandlico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de prépolis verde, originéria do Parana (2013) sobre

isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcacas de frangos

ISOLADO
Extrato etanolico Extrato ultrassom
Intervalo das Intervalo das Intervalo das Intervalo das
concentracOes concentragoes concentragdes concentragoes

de inibicao sem inibicdo de inibicao sem inibicdo
CJ-1 0,097 — 3,12 6,25 - 100 0,097 — 3,12 6,25 - 100
Cl-2 0,097 — 6,25 12,50 - 100 0,097 — 25,00 12,50 - 100
CJ-3 0,097 — 3,12 6,25 - 100 0,097 — 3,12 6,25 - 100
Cl-4 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 25,00 12,50 - 100
CJ-5 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
Cl-6 0,097 — 50,00 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
Cl-7 0,097 — 25,00 50,00 - 100 0,097 — 25,00 12,50 - 100
CJ-8 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 -100
CJ-9 0,097 — 6,25 12,50 - 100 0,097 — 25,00 12,50 - 100
CJ-10 0,097 — 6,25 12,50 - 100 0,097 — 25,00 12,50 - 100
cJ-11 0,097 — 6,25 12,50 - 100 0,097 — 25,00 12,50 - 100
Cl-12 0,097 — 12,50 25,00 — 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
cC-1 0,097 — 3,12 6,25 -100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
CC-2 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
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TABELA 3 - Intervalos testados do extrato etandlico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de propolis verde, originaria do Parana (2013) sobre

CC-3
CC-4
CC-5
CC-6
CC-7
CC-8
CC-9
CC-10
cC-11
CL

C

isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcacas de frangos (continuacao)

0,097 - 6,25 12,50 - 100 0,097 - 6,25 12,50 - 100

0,097 — 100 - 0,097 - 100 -
0,781 — 6,25 0,097-0,390 ; 12,50 - 100 3,12-12,5 0,097- 1,56; 25 -100
0,097 —12,50 25,00 - 100 0,097 —12,50 25,00 -100

0,097 - 6,25 12,50 - 100 0,097 - 6,25 12,50 -100
0,194 — 50,00 0,097; 25,00 - 100 0,097 - 6,25 12,50 -100

0,097 - 6,25 12,50 - 100 0,097 - 6,25 12,50 -100
0,097 - 6,25 12,50 - 100 0,097 - 6,25 12,50 -100
0,097 - 6,25 12,50 - 100 0,097 - 6,25 12,50 -100
0,781 -6,25 0,097 —0,395; 12,50 - 100 0,781 -6,25 0,097 —0,395; 12,50 - 100
3,12-12,50 0,097 — 1,56; 25,00 -100 3,12-12,50 0,097 — 1,56; 25,00 -100

Legenda: - N&o foi possivel detectar a concentracdo inibitoria minima por leitura visual
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TABELA 4 - Intervalos testados do extrato etandlico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de propolis vermelha, originéria da Bahia (2017)

sobre isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcacas de frangos

ISOLADO
Extrato etandlico Extrato ultrassom
Intervalo das Intervalo das Intervalo das Intervalo das
concentragoes concentragoes concentragdes concentragdes
de inibicao sem inibicdo de inibicdo sem inibicdo
CJ-1 0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 — 3,12 6,25 - 100
Cl-2 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097- 6,25 12,50 -100
CJ-3 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 3,12 6,25 - 100
Cl-4 0,097 — 3,12 6,25 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
CJ-5 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
Cl-6 0,097 — 3,12 6,25 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
Cl-7 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097- 6,25 12,50 -100
CJ-8 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
CJ-9 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097- 6,25 12,50 -100
CJ-10 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097- 6,25 12,50 -100
cJ-11 0,097- 6,25 12,50 -100 0,097- 6,25 12,50 -100
Cl-12 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
cC-1 0,097 — 12,50 25,00 - 100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
CC-2 0,097 — 3,12 6,25 - 100 0,097- 6,25 12,50 -100
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TABELA 4 - Intervalos testados do extrato etandlico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de prépolis vermelha, originéria da Bahia (2017)

CC-3
CC-4
CC-5
CC-6
CC-7
CC-8
CC-9
CC-10
cC-11
CL

C

sobre isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcacas de frangos (continuacao)

0,097- 6,25 12,50 -100 0,097- 6,25 12,50 -100
0,097 — 100 - 0,097 — 100 -

3,12 0,097 - 1,56; 6,25 - 100 3,12-6,25 0,097 —1,56; 12,50 - 100
0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 — 12,50 25,00 - 100
0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 - 6,25 12,50 -100
0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 - 6,25 12,50 -100

0,097 - 12,50 25,00 - 100 0,097 -12,50 25,00 - 100
0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 - 12,50 25,00 - 100
3,12 -6,25 0,097 —1,56; 12,50 -100 0,781 -6,25 0,097 —0,395; 12,50 - 100
0,781 -3,12 0,097 - 1,56 ; 6,25 -100 3,12-12,50 0,097 — 1,56; 25 - 100

Legenda: - N&o foi possivel detectar a concentracdo inibitoria minima por leitura visual
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As Tabelas 5, 6, 7 e 8 contém dados referentes aos ensaios de viabilidade

microbiana pelos pardmetros do método de microdiluicdo com indicador resazurina,

classificacdo da motilidade e densidade microbiana, para os quatro extratos.

TABELA 5- Efeito do extrato de propolis vermelha obtido por extracdo convencional
etandlica, originario de Canavieiras — Bahia, obtido no ano de 2017 (VoEP17)
sobre cepas referéncia e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas
de alimento de origem avicola

Cepal/isolado CIM Viabilidade | Motilidade Densidade
(mg/mL) microbiana* | microbiana** | microbiana ***
C. coli (IAL) 12,50 - - -
C. jejuni 50,00 - - -
ATCC 33291
S. Typhimurium 3,12 - - -
ATCC 14028
S. Enteritidis 6,25 - - -
ATCC 13076
Cl-1 12,50 Sim M ++
Cl-2 25,00 Sim M +4++
CJ-3 25,00 Sim NM -
Cl-4 6,25 Sim M ++
CJ-5 25,00 Sim NM -
Cl-6 6,25 Sim M ++
Cl-7 25,00 Sim M +++
CJ-8 25,00 Sim M +4++
CJ-9 25,00 Sim M +4++
CJ-10 25,00 Sim M +++
cJ-11 12,50 Sim M ++
Cl-12 25,00 Sim M +++
CC-1 12,50 Sim M +++
cC-2 6,25 Sim M +++
CC-3 12,50 Sim M ++
CC-4 - Né&o - -
CC-5 6,25 Sim M ++
CC-6 12,50 Sim M T4+
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TABELA 5- Efeito do extrato de propolis vermelha obtido por extracdo convencional
etandlica, originario de Canavieiras — Bahia, obtido no ano de 2017

(VOEP17) sobre cepas referéncia e isolados de Campylobacter
termotolerantes obtidas de alimento de origem avicola. (continuagao)

cC-7 12,50 Sim NM ++

CcC-38 12,50 Sim M +++

CC-9 12,50 Sim M +++

CC-10 25,00 Sim M +++

cCc-1 12,50 Sim NM ++

CL 12,50 Sim M +

C 6,25 Sim NM -

Legenda :*alteracdo de cor compativel com CMI; **escore classificado por visualizagdo microscopica: M:
Movel/ NM: Nao mével; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana
classificada por escala prépria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala prépria
como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala prépria como média (+++) Densidade
bacteriana classificada por escala propria como alta; - : N&o foi possivel detectar a concentracdo inibitdria

minima por leitura visual.

TABELA 6 - Efeito do extrato de prépolis vermelha obtido por extracdo assistida por
ultrassom, origindrio de Canavieiras - Bahia, obtido no ano de 2017

(VoUCL17) sobre cepas

referéncia e

termotolerantes obtidas de alimento de origem avicola.

isolados de Campylobacter

Cepa/isolado CIM Viabilidade | Motilidade Densidade
(mg/mL) microbiana* | microbiana** | microbiana***

C. coli (IAL) - - - -

C. jejuni - - - -

ATCC 33291

S. Typhimurium 6,25 - - -

ATCC 14028

S. Enteritidis 6,25 - - -

ATCC 13076

Cl-1 12,50 Sim M ++

Cl-2 25,00 Sim M ++

CJ-3 25,00 Sim M ++

Cl-4 12,50 Sim M ++

CJ-5 25,00 Sim NM +

Cl-6 12,50 Sim M ++

Cl-7 25,00 Sim M +++

Cl-8 25,00 Sim M +++
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TABELA 6 - Efeito do extrato de propolis vermelha obtido por extracdo assistida por
ultrassom, originario de Canavieiras - Bahia, obtido no ano de 2017 sobre
cepas referéncia e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de
alimento de origem avicola. (continua¢o)

Cl-9 25,00 Sim M +++
CJ-10 25,00 Sim NM ++
Cl-11 12,50 Sim M +++
Cl-12 25,00 Sim M +++
CC-1 25,00 Sim M +++
CC-2 12,50 Sim M ++
CC-3 12,50 Sim M ++
CC-4 - Né&o - -
CC-5 6,25 Sim NM ++
CC-6 25,00 Sim M ++
CC-7 25,00 Sim M ++
CC-8 12,50 Sim M +++
CC-9 12,50 Sim M +++
CC-10 25,00 Sim M +++
cC-11 25,00 Sim M +++
CL 25,00 Sim NM -

C 12,50 Sim M +++

Legenda :*alteracdo de cor compativel com CMI; **escore classificado por visualizagdo microscopica: M:
Movel/ NM: Nao mével; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana
classificada por escala prépria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala prépria
como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala prépria como média (+++) Densidade
bacteriana classificada por escala propria como alta; - : N&o foi possivel detectar a concentragdo inibitdria
minima por leitura visual.

TABELA 7 - Efeito do extrato de propolis verde obtido por extracdo convencional
etanolica, originario do Estado do Parana, obtido no ano de 2013 sobre
cepas referéncia e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de
alimento de origem avicola.

Cepal/isolado CIM Viabilidade | Motilidade Densidade
(mg/mL) microbiana* | microbiana** | microbiana***

C. coli (IAL) 12,50 - - -

C. jejuni 12,50 - - -

ATCC 33291
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TABELA 7 - Efeito do extrato de propolis verde obtido por extracdo convencional
etanolica, originario do Estado do Parana, obtido no ano de 2013 (VeEP13)
sobre cepas referéncia e isolados de Campylobacter termotolerantes
obtidas de alimento de origem avicola. (continuagao)

S. Typhimurium 6,25 - - -
ATCC 14028

S. Enteritidis 6,25 - - -
ATCC 13076

Cl-1 6,25 Sim NM ++
Cl-2 12,50 Sim NM +
CJ-3 6,25 Sim NM +
Cl-4 25,00 Sim M +
Cl-5 25,00 Sim NM -
Cl-6 25,00 Sim NM -
Cl-7 12,50 Sim M ++
CJ-8 25,00 Sim M +
Cl-9 12,50 Sim NM +
CJ-10 12,50 Sim M ++
Cl-11 12,50 Sim M ++
Cl-12 25,00 Sim NM ++
CcC-1 6,25 Sim M ++
CC-2 25,00 Sim NM +
CC-3 12,50 Sim M ++
CC-4 - Néo - -
CC-5 12,50 Sim NM +
CC-6 25,00 Sim M +
cC-7 12,50 Sim NM ++
CC-8 12,50 Sim M ++
CC-9 12,50 Sim M ++
CC-10 12,50 Sim M +
cC-11 12,50 Sim M ++
CL 12,50 Sim NM -
C 12,50 Sim NM +

Legenda :*alteracdo de cor compativel com CMI; **escore classificado por visualizagdo microscépica: M:
Movel/ NM: Nao mével; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana
classificada por escala propria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala propria
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como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala propria como média (+++) Densidade
bacteriana classificada por escala propria como alta; - : N&o foi possivel detectar a concentragdo inibitdria
minima por leitura visual.

TABELA 8- Efeito do extrato de préopolis verde obtido por extragéo assistida por ultrassom,
originario do Estado do Paran4, obtido no ano de 2013 (VeUCL13) sobre cepas
referéncia e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de alimento
de origem avicola.

Cepal/isolado CIM Viabilidade Motilidade Densidade
(mg/mL) microbiana* | microbiana** | microbiana**
C. coli (IAL) 12,50 - - -
C. jejuni 12,50 - - -
ATCC 33291
S. Typhimurium 6,25 - - -
ATCC 14028
S. Enteritidis 6,25 - - -
ATCC 13076
Cl-1 6,25 Sim NM ++
Cl-2 12,50 Sim NM ++
CJ-3 6,25 Sim NM ++
Cl-4 25,00 Sim M ++
CJ-5 25,00 Sim NM +
Cl-6 25,00 Sim NM -
Cl-7 12,50 Sim NM ++
CJ-8 25,00 Sim NM +
CJ-9 12,50 Sim M ++
CJ-10 12,50 Sim NM ++
cJ-11 12,50 Sim NM ++
Cl-12 25,00 Sim M ++
CC-1 25,00 Sim NM ++
CC-2 25,00 Sim M +
CC-3 12,50 Sim M +
CC-4 - Né&o - -
CC-5 25,00 Sim M +
CC-6 25,00 Sim M +
CcCC-7 12,50 Sim M +
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TABELA 8- Efeito do extrato de préopolis verde obtido por extragéo assistida por ultrassom,
originario do Estado do Parand, obtido no ano de 2013 (VeUCL13) sobre cepas
referéncia e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de alimento
de origem avicola. (continuagéo)

CC-8 12,50 Sim NM ++
CC-9 12,50 Sim M +
CC-10 12,50 Sim M ++
CC-11 12,50 Sim NM ++
CL 12,50 Sim NM -
C 12,50 Sim NM -

Legenda :*alteracdo de cor compativel com CMI; **escore classificado por visualizacdo microscépica: M:
Mével/ NM: Ndo mével; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana
classificada por escala prépria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala prépria
como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala prépria como média (+++) Densidade
bacteriana classificada por escala propria como alta; - : N&o foi possivel detectar a concentragdo inibitdria
minima por leitura visual.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi divergente para as cepas de
colecBes e para as de campo. Observou-se que os controles empregados referentes ao
género Salmonella denotaram CIM para os quatro extratos (6,25 mg/mL), havendo
variacdo para o extrato vermelho etanélico onde Salmonella Typhimurium respondeu a
menor concentracdo (3,12 mg/mL) e Salmonella Enteritidis a 6,25 mg/mL.

Para cepas referéncia de Campylobacter coli e Campylobacter jejuni observou-
auséncia de CIM para o extrato de propolis vermelha obtido por ultrassom e houve
divergéncia somente para o extrato vermelho etandlico quando aplicado a Campylobacter
jejuni (50,00 mg/mL). Para os demais extratos, esta espécie apresentou CIM a 12,50
mg/mL. Campylobacter coli teve a CIM registrada na concentracdo 12,50 mg/mL.

Vale ressaltar que bactérias Gram-negativas possuem em sua estruturacao
mecanismos que podem torna-las impermeaveis a diferentes moléculas, isto porque a
parede celular é composta por fina camada de peptideoglicanos e esta associada a uma
camada de lipopolissacarideos. Tal conformacao pode dificultar a penetracdo de compostos
como os fendlicos, diminuindo sua capacidade antimicrobiana®,

Outro elemento importante a destacar relacionou-se ao método empregado para
identificar viabilidade microbiana. Salienta-se que, a avaliagdo pela alteracdo de cor,
principio do ensaio, ndo se mostrou apropriado para isolados de campo de Campylobacter
termotolerantes. Comparativamente as bactérias de colecfes, reforca-se que para

Salmonella verificou-se alteracéo de cor, compativel com CIM neste estudo, bem como os
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estudos de Benicio'®® e Maia'®’. Campylobacter coli e Campylobacter jejuni oriundas de
colecBes explicitaram CIM, quando houve, compativel com alteracéo de cor.

Por tais afirmaces, esclarece-se que todos os isolados de campo mostraram
inconsisténcia para a reacdo pela resazurina e CIM. Supbe-se que a variabilidade
identificada relacionou-se a trés fatores principais como a capacidade de reducdo da
resazurina, a quantidade consideravel de oxigénio livre da molécula de resazurina e a
toxicidade para o microrganismo que é microaeréfilo e altamente suscetivel aos processos
relacionados a injuria celular quando exposto a quantidades maiores que 5% de O2 no
ambiente. Em outra instancia, este efeito ndo foi observado nas culturas de coleces, pela
sua padronizacdo e manutencao das caracteristicas originais. Como isolados de campo sdo
altamente adaptaveis a diferentes ambientes e privacdo de componentes essenciais, a
resposta aos extratos em diferentes concentracdes e concomitantemente a presenca da
resazurina, ndo permitiu o melhor desempenho do ensaio, ou o esperado quanto as maiores
concentragOes serem inibitdrias, como descrito em estudos para microrganismos menos

exigentes.

Ressalta-se que de todos os padrdes analisados, a motilidade foi o atributo mais
relevante devido & evidéncia desta habilidade nos isolados testados. Bactérias moveis tém
potencial capacidade de reconhecimento de areas especificas para penetracdo em tecidos,
invasdo, disseminacdo. Esta habilidade otimiza a viruléncia quando comparada aos outros
padrdes analisados, pontuados neste estudo.

A Figura 4 ilustra a resposta de CJ-5 aos quatro extratos e a coloragéo
azul/arroxeada em concentragdes igual ou inferior a 6,25 mg/mL. Esta informacao deve ser

contrastada com aquelas apresentadas nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.
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100 50 25 12,5 6,25 3,125 1,56 0,781 0,395 0,195 0,097mg/mL Controle
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FIGURA 4 — Resposta de Campylobacter jejuni (CJ — 5) apos 48 horas de incubacao e
adigao da solucao de resazurina. As colunas de 1 a 11 correspondem as diluigdes de cada
extrato 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,781; 0,390 e 0,195 e 0,097 mg/mL,
respectivamente. A coluna 12 representa o controle da solugao de resazurina a 0,01%
(presenca do microrganismo sem adi¢ao do extrato da propolis). Cor de azul a lilas indica
auséncia de células viaveis e cor rosa indica a presenca de células viaveis.

De maneira geral, a mudanca de coloracdo desse reagente ocorreu nas maiores
concentragdes dos extratos de prépolis, tanto vermelho quanto verde, independentemente
do método de extracdo empregado. Nas maiores concentracdes de propolis houve maior
viabilidade microbiana, o que permite considerar que as concentracdes da ordem de 12,5
mg/mL a 100 mg/mL protegem o patdgeno; o que pode ser comprovado pela intensa
motilidade identificada em microscopia de contraste de fase. Em contrapartida, nas
menores concentracdes que essas hd menor nimero de células viaveis (Figura 4) e a
motilidade ndo foi observada. Assim, pode-se supor que concentracdes maiores que 6,25
mg/mL de extratos de prépolis verde e vermelha, mesmo em condic¢Bes hostis de maior
presenca de oxigénio livre, decorrentes das reacGes de oxirreducao da resazurina, protegem
0 microrganismo. Em concentracdes menores, a capacidade antioxidante é menos
expressiva, 0 que desencadeia o fendmeno de células vidveis e nao cultivaveis, com
morfologia alterada e menor capacidade para a motilidade. Por sua vez, o pogo controle em
que ha adicdo do microrganismo e da resazurina ilustra a inatividade da bactéria, o que

pode ser explicado pela lenta reducéo cuja velocidade da reacdo € dependente do patdgeno.

Por associagdo as descri¢des anteriores, trabalhos divergem quanto a eficacia

de extratos de propolis de acordo com géneros bacterianos. Alguns autores encontraram
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extratos de propolis capazes de inibir apenas bactérias Gram-positivas®8 outros trabalhos
demonstraram atividade fraca contra bactérias Gram-negativas'®. Uzel et al., 2005%°
demonstraram que bactérias Gram-positivas sdo, normalmente, suscetiveis a baixa
concentracdo de prépolis e o crescimento de bactérias Gram-negativas € inibido apenas em
concentracdes mais altas. Isto se justifica pela estrutura de parede celular dessas bactérias,
a membrana externa presente na parede celular das bactérias Gram-negativas age como
uma barreira de permeabilidade, dificultando a acdo dos compostos antimicrobianos de
uma forma geral®*.

Relativo ao extrato de propolis vermelha obtido por extracdo convencional
etandlica, foi possivel observar que os isolados de Campylobacter jejuni apresentaram
como CIM predominante a concentracdo de 25,00 mg/mL, ja para os isolados da espécie
Campylobacter coli submetidos a exposi¢cdo desse mesmo extrato percebeu-se que a CIM
da maioria dos isolados foi de 12,5 mg/mL. No entanto, estes dados devem ser contrapostos
as variaveis anteriormente mencionadas como motilidade e densidade, uma vez que se
observa inconsisténcia quanto a ativa motilidade e média a alta densidade bacteriana, o que

contradiz o principio da menor concentracdo passivel de inibicéo.

A concentracdo inibitdria minima encontrada para a maioria dos isolados
submetidos a exposicao das propolis verdes foi em torno de 12,50 a 25,00 mg/mL. Néo se
observou diferenca das concentragdes inibitdrias minimas entre as espécies e nem entre 0s
métodos de extracdo testados. Além disso, vale ressaltar que comparativamente a
exposicao aos extratos de prépolis vermelha os resultados apresentaram menor motilidade
e densidade bacteriana. O que ressalta a diferenca de potencial de ativacdo microbiana entre
0s tipos de extrato e suas formas de obtencdo, diretamente relacionado com 0s compostos

presentes em cada tipo.

Estudo desenvolvido por Machado et al.*® demonstrou que entre a prdpolis
verde, marrom e vermelha, a Ultima apresenta 0 maior potencial biol6gico assim como a
maior quantidade de compostos antioxidantes e antimicrobiano com maior efetividade para
microrganismos Gram-positivos. Rufatto et al.'®? desenvolveram estudo utilizando o
fracionamento bioguiado em extrato hidroalcoolico de propolis vermelha originaria do
estado de Alagoas, e obteve subfragdes com notdvel atividade bacteriostatica,
demonstrando o potencial antimicrobiano dessa propolis. Entretanto o trabalho
desenvolvido nessa dissertagdo nio corrobora com os resultados de Machado et al.*® e

Rufatto et al.’®2, considerando divergéncia entre os microrganismos avaliados nos trés
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estudos, as particularidades de exigéncia das espécies Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli e Campylobacter lari e a resposta diversificada dos extratos para 0s
isolados que subsidiaram o estudo.

Foi observado nesta pesquisa que ndo houve diferenca entre a motilidade e
densidade observada dos isolados quando submetidos & extrato de propolis de mesma
coloracéo obtida por método de extracéo diferente. Possibilitando a inferéncia de que néo
ha influéncia do método de extracdo dos extratos no comportamento bacteriano observado.
Dessa forma, sendo o metodo de extracdo assistida por ultrassom o que apresenta maior

eficiéncia em custo/beneficio para este estudo.

E necessario descrever que mesmo a partir de métodos de extracdo diferentes,
os extratos de prdpolis apresentaram efeito antimicrobiano, baseado no principio do ensaio
que consiste na alteracdo de cor, em diferentes concentragdes para isolados de campo.
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Foi observado em quatro dos isolados de campo analisados (Campylobacter
coli 5 e 8; Campylobacter lari e Campylobacter termotolerante) comportamento de
resposta diferente dos demais isolados. Houve oxidagdo da resazurina nas maiores e
menores concentracdes dos extratos de prépolis. Ressalta-se a ocorréncia de oxidacao desse
reagente nos pocos da coluna 12 (Figura 5). Observou-se nesses casos a presenca de

estruturas bacilares por meio da microscopia éptica como pode ser visualizado na Figura 6

(A, B,CeD).
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FIGURA 5 - Microplacas com isolados (A) Campylobacter lari — CL; (B) Campylobacter
spp. — C; (C) Campylobacter coli — CC5; (D) Campylobacter coli — CC8 apés 48 horas de
incubagao e adigdo da solugao de resazurina. As colunas de 1 a 11 correspondem as
seguintes diluigdes de cada extrato: 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,781; 0,390 e
0,195 e 0,097 mg/mL, respectivamente. A coluna 12 representa o controle da solugio de
resazurina a 0,01% (presenca do microrganismo sem adi¢ao do extrato da préopolis). Cor
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de azul a lilas indica auséncia de células viaveis e cor rosa indica a presenca de células
viaveis.

S ety Zel 4
FIGURA 6 — Imagens obtidas por mlcroscopla Optica nas quais observa -se a presenga de
bacilos. (A) — Densidade bacteriana classificada por escala prépria como alta (+++) e
presenca de bacilos; (B) - Densidade bacteriana classificada por escala propria como média
(++) e presenca de bacilos.

Quanto a oxidacéo da resazurina na presenca de células viaveis junto a todos
os isolados testados, acredita-se que isso se deve aos fatores relacionados a protecdo das
células bacterianas quando avaliadas as quatro maiores concentracdes das diferentes
propolis. Esta resposta culminou com outros achados como maior motilidade bacteriana
revelando que 0s microrganismos estiveram menos expostos a possibilidade de tornarem-
se viaveis nao cultivaveis, considerando o ambiente hostil de exposi¢cdo. Mesmo assim, a
variacdo de respostas em uma mesma espécie pode decorrer do fato da capacidade de
adaptacdo da estirpe e a diversidade existente em mesmas espécies e entre espécies, 0 que
para este género bacteriano € viavel. Trabalhos de Meinnersman et al.*®®, Endtz et al.*%, e
Wilson et al.'®® descreveram a existéncia de diversidade genética dentro de cada espécie e
subespécie de Campylobacter termotolerante. Assim como as respostas desses isolados
pode estar associada a diferenca de genes de viruléncia e resisténcia. Entretanto, esses

genes ndo foram avaliados neste estudo.

Acrescenta-se que contradi¢fes também estdo associadas aos extratos naturais
pela variabilidade dos compostos, apontados por Rios et al.1®, conforme a época do ano
para obtencéo, fatores geogréficos e floradas.

O comportamento bacteriano observado também pode estar diretamente
relacionado aos componentes presentes nos extratos de propolis. De acordo com Bankova

et al.'®, a propolis oriunda de regides tropicais possui diversidade maior de compostos
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devido a variagdo de sua origem botanica, 0 que pode ter contribuido para interromper
efeitos relacionados ao estresse oxidativo das espécies testadas. Neste caso, supde-se que
os dois tipos de propolis tenham compostos que para o metabolismo da bactéria sejam
efetivos quanto ao efeito de recuperacdo celular, quanto aos estagios de injuria celular
facilmente induzidos para este patdgeno. Ressalta-se que Campylobacter spp. € um género
bacteriano altamente suscetivel & acdo atmosférica e variacbes do meio em que esta
havendo autoinducdo da situacdo de formas viadveis ndo cultiviveis, ndo aptas ao

diagnostico laboratorial, mas passiveis de induzir doenca se ingeridas.

N&o se encontrou na literatura trabalhos desenvolvidos com as espécies
analisadas neste estudo, cuja origem trata-se de carcacas de frangos e propolis que tenham
relatado resultado semelhante. Também ndo se encontrou o uso de prépolis como
estimulador ao desenvolvimento de Campylobacter. Sugere-se que ensaios de viabilidade
celular por meio da resazurina podem ndo ser a melhor aplicacdo quando se trata de

Campylobacter termotolerantes devido a ecologia da bactéria.

O uso desse reagente para comprovacéo de viabilidade celular em isolados de
origem alimentar vem sendo amplamente comprovado!®’: 1%, Trabalhos desenvolvido por
Benicio'® e Maia 8" observaram plena capacidade de resposta destes extratos, nestas
concentracdes, quando teve como foco de investigacdo Salmonella enterica. Entretanto,
mesmo se tratando de isolados de origem alimentar, mesmos propolis e bactéria Gram-
negativas, ha diferencas importantes de ecologia microbiana que devem ser consideradas
entre duas espécies diferentes e até mesmo entre isolados de mesma espécie, que como

visto neste trabalho ndo se comportaram de maneira semelhante.

Em outra instancia, para fungos os resultados conflitantes também foram
registrados conforme Roca et al, 2019'%°. Estes autores discorreram que a auséncia de
respostas coerentes para microrganismos analisados pode decorrer da propria resazurina,
ndo sendo um indicador de crescimento celular eficaz. Corroborando com a ideia desta
discussdo de que para certos géneros esse indicador ndo seria o parametro ideal para
viabilidade celular.

Baseado nos resultados encontrados nesse estudo pode-se afirmar que as
respostas variaveis para atividade microbiana de extratos de prépolis sobre as espécies de
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari e para o isolado de
classificacdo somente para género decorrem da interacdo entre composi¢do quimica dos

extratos e do metabolismo e adaptacdo diversificados do género. O efeito protetivo das
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especies em altas concentragdes dos quatro extratos € passivel de pesquisa e pode ser um
recurso analitico importante, tendo em vista que o género relaciona-se a procedimentos

analiticos exigentes no ambito laboratorial.
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8. CONCLUSAO

A propolis verde analisada possui menor concentracdo de flavonoides e menor

capacidade antioxidante que a propolis vermelha.

Extratos de propolis verde e vermelha, das regides Nordeste e Sul do Brasil.
apresentaram efeito antimicrobiano variavel e insatisfatério para isolados de

Campylobacter termotolerantes, independente do método de extracéo.

Os extratos de propolis, em altas concentracdes, apresentaram efeito protetor
celular, independente do método de extracdo, 0 que permite sugerir mais estudos neste

sentido.
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