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RESUMO 

 

Campylobacter termotolerantes relacionam-se a um grupo de patógenos que são 

veiculados por alimentos e atualmente são considerados como os principais patógenos de 

ocorrência global e com alta frequência de resistência a antimicrobianos. Pelo exposto, o presente 

estudo teve por objetivo identificar biocompostos presentes em quatro extratos de própolis verde 

e vermelha e avaliar alternativas quanto ao potencial antimicrobiano. Foram avaliados extratos 

originários do Brasil, obtidos por extração convencional etanólica e extração assistida por 

ultrassom. Quatro culturas de coleções e vinte e cinco isolados de três espécies (Campylobacter 

jejuni, Campylobacter coli e Campylobacter lari) compuseram o estudo. A técnica utilizada foi 

a de microdiluição em caldo em placa de 96 poços que permitiu analisar onze concentrações de 

extratos de própolis (0,01 a 100 mg/mL-1). Observou-se variabilidade para atividade 

antimicrobiana. Identificou-se maior viabilidade microbiana e motilidade, por microscopia 

óptica, nas maiores concentrações de própolis testadas. Quanto ao efeito sobre viabilidade 

bacteriana da própolis vermelha com relação a própolis verde, a primeira foi mais eficiente. Não 

foi observada diferença quanto aos métodos de extração. Conclui-se que os extratos de própolis 

apresentaram efeito antimicrobiano insatisfatório, bem como efeito protetor celular para altas 

concentrações deste estudo, independentemente do método de extração, o que pode ter conotação 

desejável para diagnóstico laboratorial. 

 

 

Palavras-chave: Efeito antimicrobiano; efeito protetor; extratos naturais; patógeno de origem 

alimentar. 
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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.INTRODUÇÃO 

 

Campilobacteriose é considerada uma importante gastroenterite que afeta os 

humanos, estando entre as principais causas globais de doenças diarreicas, cuja incidência 

e prevalência vêm aumentando nos últimos 10 anos1-4. As principais bactérias envolvidas 

no desenvolvimento dessa doença em humanos são as classificadas como termotolerantes, 

sendo Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis5 responsáveis pela infecção. 

Opta-se neste trabalho por utilizar a terminologia Campylobacter  se referindo as espécies 

termotolerantes. 

Como fontes de infecção para os seres humanos pode-se citar alimentos 

contaminados, como, leite cru, água e as carnes contaminadas, destacando-se a carne de 

frango4, 6, 7. Campylobacter são consideradas bactérias comensais do trato gastrintestinal 

de frangos de corte e estabelecem colonização persistente sem que o animal apresente 

sintomatologia clínica visível8, 9. Os frangos de corte podem possuir grandes cargas 

bacterianas e permanecer infectados até o abate, aumentando as chances de ocorrência de 

contaminação cruzada de carcaças de frango nas áreas de processamento9. 

O aumento da resistência antimicrobiana em patógenos de origem alimentar, 

entre eles, Campylobacter, é reconhecido por várias autoridades internacionais, incluindo 

a Organização Mundial de Saúde (OMS), como preocupação emergente de saúde pública10. 

O Center of Disease Control (CDC) estimou em 2019 que Campylobacter  cause por ano 

cerca de 1.500.000 infecções somente nos Estados Unidos e que 29% delas sejam causadas 

por isolados resistentes a antimicrobianos11 . 

Uma possibilidade que vem sendo pesquisada como forma alternativa ao uso 

de antimicrobianos no combate a microrganismos patogênicos é o uso de extratos ou 

substâncias naturais. Historicamente as plantas e diferentes matrizes naturais foram 

utilizadas na medicina como fontes de diversas substâncias, 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 biológicas12. Neste contexto, os extratos obtidos a partir da própolis são uma 

possível alternativa a ser explorada.  

A própolis é composta por substâncias resinosas, gomosas e balsâmicas, 

coletadas pelas abelhas, de brotos e flores, acrescidas de secreções salivares, ceras e 
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pólen13, 14. Sua coloração, consistência, composição química e, consequentemente a 

atividade biológica, dependem da sua origem vegetal, da época do ano e região na qual foi 

produzida15-17. Dessa forma, já foram identificados mais de 420 compostos em  amostras 

de própolis, dentre esses: ácidos graxos e ácidos fenólicos, flavonoides, terpenos e aldeídos 

que influenciam em suas propriedades físicas, químicas e biológicas18-21. Além disso, 

diferentes estudos demonstraram que a composição química e atividade biológica dos 

extratos de própolis variam  a depender do método de extração empregado, evidenciando 

que as condições de extração influenciam diretamente no rendimento e na seletividade de 

alguns compostos, e consequentemente, no potencial biotecnológico dos extratos obtidos22-

24.  

O método de extração com etanol é o mais comumente utilizado pela indústria 

para obter diferentes tipos de extratos de própolis, mas apresenta desvantagens como a 

baixa seletividade e baixo rendimento na extração de alguns compostos, além de longos 

períodos de extração o que gera aumento de custos ao processo22, 25. A extração por 

ultrassom e a extração supercrítica de fluidos têm sido utilizadas com o objetivo de 

aumentar a eficiência da extração de importates compostos bioativos da própolis24, 26, 27. 

Devido às diferentes propriedades biológicas cientificamente comprovadas, a própolis é 

considerada uma importante matriz  alternativa para o desenvolvimento de novos produtos 

farmacêuticos  ou ingredientes funcionais em alimentos 22, 28-30. 

Dentro desse contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficácia 

antimicrobiana de diferentes extratos de própolis vermelha e verde, obtidos por dois 

métodos de extração (ultrassônica e etanólica), frente à isolados de Campylobacter de 

origem avícola. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Campylobacter termotolerante 

 

A família Campylobacteraceae inclui 32 espécies, 13 subespécies no gênero 

Campylobacter, nove no gênero Arcobacter, sete no gênero Sulfurospirillum e uma espécie 

no gênero Dehalospirillum31. Particularmente as espécies de Campylobacter de interesse 

em alimentos são aquelas classificadas como termotolerantes, são elas Campylobacter 

jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari e Campylobacter upsaliensis32. Essa 

denominação se deve à sua capacidade de crescer entre 37 e 42°C com temperatura ótima 

de 41,5°C33. Por serem inativadas por processos como a pasteurização ou cocção adequada, 

não são consideradas termorresistentes34.  

 As espécies do gênero Campylobacter possuem como principais 

características a forma de bacilos curvos, em formato de S ou espirais que podem medir de 

0,2-0,8 μm de largura e 0,5-5 µm de comprimento4, 32. São bactérias Gram-negativas, não 

formadoras de esporos, com flagelos polares únicos em uma ou ambas as extremidades, o 

que possibilita motilidade semelhante a saca-rolhas, na qual as bactérias giram em torno 

do seu próprio eixo32, 35. 

O gênero é considerado fastidioso, devido à sua multiplicação ocorrer de forma 

lenta. Essa característica pode estar associada ao pequeno tamanho do seu genoma 

(aproximadamente 1,64 Mb), sequenciado completamente no ano de 200036. São bactérias 

microaerófilas, necessitando baixa tensão de oxigênio para multiplicação. Seu crescimento 

é inibido quando a concentração de O2 é menor que 3% e maior que 15%, sendo 5% a 

concentração considerada ideal. Além disso, são capnofílicos, pois requerem cerca de 10% 

de CO2 para sua multiplicação37. Dessa forma, a atmosfera ótima para seu crescimento é 

composta de 5% de O2, 10% de CO2 e 85% de N2
38.  

Meios com pH abaixo de 4,9, visto que esse microrganismo apresenta faixa de 

pH ótimo próximo do neutro (6,5-7,5), e concentração acima de 2% de cloreto de sódio 

(NaCl) são desfavoráveis ao seu desenvolvimento, o que explica o fato de pessoas que 

fazem uso contínuo de medicamentos antiácidos serem mais propensas a desenvolverem 

gastroenterites ocasionadas por essa bactéria37, 39, 40. São também sensíveis à desidratação, 

tendo seu valor de atividade de água ótimo 0.997, variando até >0.98741. Com relação à 
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sua nutrição, são microrganismos quimiorganotróficos que obtêm suas fontes de energia 

de aminoácidos ou ciclos intermediários de ácidos tricarboxílicos e não são capazes de 

metabolizar carboidratos e lipídeos4. 

 Diferentemente de outros patógenos entéricos, esse microrganismo é 

relativamente sensível às pressões ambientais o que impossibilita a sua multiplicação fora 

do hospedeiro42. Diversas hipóteses foram apresentadas para explicar a sua sobrevivência 

nessas condições, incluindo a de que ele sobreviva no ambiente formando biofilmes e 

entrando no estado viável, mas não cultivável (VNC)43, 44. 

Fora do agente hospedeiro esse patógeno é exposto a vários fatores estressores 

como por exemplo, a exposição ao oxigênio, as mudanças de temperatura, dessecação, 

variação de pH, ausência de fontes de nutrição, entre outros, o que representa grande 

desafio à sua sobrevivência43. O aumento da tensão de oxigênio na atmosfera é o fator mais 

estressante e comprometedor à viabilidade das espécies de Campylobacter durante o seu 

ciclo de transmissão45. 

O estágio VNC é caracterizado por diminuição da atividade metabólica, 

aumento da produção de enzimas de captura de substrato e encolhimento celular. Em VNC, 

o patógeno sobrevive a condições adversas por longos períodos46, 47. Esse estado é 

considerado de extrema importância em relação à saúde humana e saúde pública pois, por 

não ser cultivável, mesmo quando uma etapa de enriquecimento é usada para recuperar 

células injuriadas, os métodos de isolamento convencional não são capazes de identificar 

o microrganismo no alimento e ainda sim, as células permanecem potencialmente 

patogênicas34, 48, 49.  

Chaisowwong et al.50, demonstraram que amostras de Campylobacter jejuni 

em estado VNC continuaram expressando genes de virulência e aderindo a células 

epiteliais comprovando a teoria de que essas células possuem potencial infeccioso.   Isso 

justificaria, em parte, o desconhecimento das fontes de contaminação das infecções geradas 

por esse microrganismo51. Estudos demonstraram a capacidade de células de 

Campylobacter jejuni em estado VNC aderirem a superfícies iniciando a formação de 

biofilmes ou mesmo se associar a células já em matrizes de biofilmes pré-existentes52-54.  

A formação de biofilme é uma estratégia de sobrevivência em ambientes hostis, 

além de ser uma forma de se propagar entre hospedeiros e aderir a diferentes superfícies, 

como alimentos secos, produtos frescos, e equipamentos em áreas de processamento 
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industrial55. Esses biofilmes podem resultar em sérias complicações à saúde dos 

consumidores, além de perdas econômicas devido à deterioração precoce dos alimentos 56. 

Fatores ambientais, como materiais de superfície, nutrientes, pH, temperatura, 

oxigênio e umidade, desempenham papel significativo na produção de biofilme. Fatores 

intracelulares, como os genes associados à produção de polissacarídeos de superfície, 

respiração, sistema regulador de dois componentes, detecção de quórum e motilidade 

também desempenham função importante na produção dessa estrutura. Nos biofilmes, as 

células bacterianas se tornam menos suscetíveis à ação de desinfetantes e antimicrobianos 

devido à presença de uma espessa camada extracelular de polissacarídeos que impede os 

agentes antimicrobianos de atingi-las55. Por esta razão, biofilmes podem servir como 

importante fonte de contaminação cruzada na cadeia de produção de alimentos45. 

 

2.2 Campylobacter termotolerante e a indústria de alimentos avícolas 

 

O padrão microbiológico para carnes de aves em relação à presença de 

Campylobacter ainda não está completamente estabelecido. A Autoridade Européia para 

Segurança de Alimentos (EFSA)57, propõe para carne de aves um limite crítico de 10³ 

UFC/g como um valor de contaminação indicativo, acima do qual se tornam iminente a 

necessidade de adoção de medidas corretivas para preservar a higiene do processo 

produtivo. O Center of Disease Control and Prevention (CDC)58 registrou a necessidade 

de poucas bactérias para que um ser humano apresente sintomas, mais especificamente, 

menos de 500 UFC/g. No entanto, pela adaptação e dinâmica populacional, o fato do 

alimento conter Campylobacter o classifica como impróprio para o consumo.  

O crescimento da população mundial requer o aumento da produção de 

alimentos em todo planeta. Dentro deste contexto, a indústria avícola destaca-se como 

fornecedora de proteína animal de baixo custo, o que leva à criação de frangos de corte a 

ser uma atividade de grande importância econômica internacional. A avicultura brasileira 

destaca-se mundialmente por ser economicamente eficiente, apresentar baixo custo de 

produção e alta qualidade de produtos o que permite considerá-la altamente competitiva. 

O elevado status sanitário na avicultura nacional é um dos principais atributos da carne de 

frango brasileira59.  
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Ressalta-se que, com produção em larga escala, aumenta-se também o risco de 

contaminação dos alimentos, podendo ocorrer em diversas etapas: na produção da matéria 

prima, nas linhas de processamento do alimento, por manipuladores ou equipamentos, por 

exemplo, ou até mesmo nas etapas de armazenamento, acondicionamento e distribuição 

que permitem a exposição direta ao ambiente60.  

Na pesquisa mais recente do Public Health England61, a prevalência de 

Campylobacter no Reino Unido no frango resfriado no varejo, foi de 54% (2304/4268). 

Nesse período, 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  

prevalência de amostras positivas para Campylobacter em frangos de corte e perus no 

comércio varejista da cidade62. Foi detectado maior prevalência em frangos proveninetes 

de granjas do que naqueles advindos do sistema orgânico de produção. Das 53 amostras 

identificadas, 42 (79,24%) eram Campylobacter jejuni, oito (15,09%) eram Campylobacter 

coli e três (5,66%) isolados foram contaminados com ambas as espécies. A maioria dos 

isolados de peru apresentou resistência a mais de sete antimicrobianos, enquanto a maioria 

dos isolados recuperados de frangos foram resistentes a cinco a sete antimicrobianos. A 

resistência a múltiplas drogas não se limitou a isolados de fontes oriundas do sistema 

intensivo de produção, mas também estava disponível em isolados do sistema orgânico e 

foi geralmente mais baixa em Campylobacter jejuni quando comparados aos de 

Campylobacter coli62.  

Outro estudo identificou a ocorrência de Campylobacter em carcaças em uma 

planta comercial de codornas, ocasião em que se observaram 32,9% das carcaças obtidas 

positivas. Dos 28 isolados recuperados, 18 (64%) eram Campylobacter jejuni e 10 (36%) 

eram Campylobacter coli. Além disso, a resistência à tetraciclina foi detectada em todos os 

28 (100%) isolados63.  

Ressalta-se ainda que, o mesmo padrão de resultados também foram 

observados em estudos realizados no continente africanos. Em Sokoto, no nordeste da 

Nigéria, a prevalência de Campylobacter em carne de frango foi de 81,9% em áreas de 

processamento de carnes de aves64, enquanto que em açougues e lojas varejistas no 

sudoeste da Nigéria a prevalência encontrada foi de 96%65. A prevalência média relatada 

para carne de frango no Senegal e na África do Sul foi de 73,1%, em contrapartida, estudos 

em Gana e na Etiópia a prevalência encontrada foi próxima a 22%66,67. Na Argélia, cepas 
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isoladas de perus mostraram resistência à tetraciclina (81,3%), ciprofloxacina (75,0%) e 

eritromicina (25,0%). Foram identificados 18 padrões de resistência a drogas e, além disso, 

96,9% dos isolados eram multirresistentes68.  

        No Brasil, Franchin et al.69 descreveram alta prevalência de Campylobacter em 

carcaças de frango durante o processamento na região Sul do país (71,3%). Em Goiás, a 

presença de Campylobacter em frango identificou 24% das carcaças positivas para o 

gênero70. Há poucos estudos realizados levando em conta o produto final disponibilizado 

ao varejo brasileiro. Em um desses estudos, realizado na região do Distrito Federal e 

Brasília, Campylobacter jejuni foi encontrado em 19,6% das carcaças de frango resfriado 

obtidas em diferentes estabelecimentos comerciais. Embora essa bactéria tenha sido 

detectada em carcaças de frangos de corte, a sua prevalência em cortes no varejo é pouco 

conhecida71. 

Estudo realizado no sul do país isolou 50 cepas de abatedouros frigoríficos no 

estado do Rio Grande do Sul em 2012. As cepas foram investigadas quanto à 

suscetibilidade antimicrobiana contra ciprofloxacina, ácido nalidíxico e eritromicina pela 

técnica de obtenção da concentrações inibitórias mínima. Os resultados demonstraram que 

98% (49) dos isolados eram sensíveis à eritromicina e 94% (47) dos isolados era resistente 

à ciprofloxacina e 90% (45) ao ácido nalidíxico 72. 

Não existe no país, até o presente momento um sistema de vigilância que 

contemple essa bactéria. Entretanto, essa realidade tende a mudar rapidamente devido ao 

surgimento de legislações em países importadores de carne de frango brasileira57, visto que 

o Brasil é o primeiro exportador mundial dessa proteína e o segundo maior produtor73. Fica 

evidente a importância e a necessidade de que se haja estudos e levantamentos no sentido 

de estimar a prevalência desse patogêno devido a sua importância em saúde pública.  

 

2.3. Campilobacteriose 

  

Doenças de origem alimentar são um agravo de implicação mundial, pela 

amplitude dos processos envolvidos para disponibilização dos alimentos e pelo reflexo 

direto à saúde pública. Considerando as diferentes matrizes alimentares de origem vegetal 

e animal, pode-se apontar que qualquer estágio do processo (iniciando-se na plantação das 

lavouras, no alojamento dos animais e finalizando no consumo) está exposto ao risco de 
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contaminação, seja de cunho ambiental, por linhas de processamento do alimento, por 

manipuladores ou relativos ao próprio alimento60.  

Os principais patógenos envolvidos nesses quadros clínicos são as espécies  

classificadas como termotolerantes, sendo portanto Campylobacter jejuni, C. coli, C. lari 

e C. upsaliensis5, 74. Campylobacter jejuni é responsável por aproximadamente 90% dos 

casos humanos, seguido de Campylobacter coli, responsável pela maioria dos casos 

restantes32, 75. 

As principais fontes de infecção são leite cru, água e carnes contaminadas, 

destacando-se a carne de frango, que é considerada a principal fonte de campilobacteriose 

humana6, 76, 77. Na União Europeia (UE), estimou-se em 2015 que 30% das infecções 

humanas estivessem associadas ao manuseio e consumo de carne de aves78. 

As aves são consideradas importantes reservatórios e fonte de transmissão 

deste patógeno aos humanos, pois seu trato gastrointestinal oferece condições adequadas, 

principalmente térmicas, para a sobrevivência e disseminação dessa bactéria79. Esse 

microrganismo pode estar presente em grande quantidade no conteúdo intestinal de aves, 

resultando em contaminação cruzada de carcaças de frango nas áreas de processamento. 

Campylobacter são consideradas organismos comensais que estabelecem colonização 

persistente sem sinal clínico visível, em diversas espécies de aves, como galinhas, perus, 

patos, codornas e avestruzes, além de aves silvestres8, 80. 

A campilobacteriose humana geralmente se desenvolve de um a cinco dias após 

a exposição e é caracterizada por diarreia sanguinolenta, febre, cólicas abdominais e 

vômitos com duração de aproximadamente uma semana. A infecção por C. jejuni também 

vem sendo associada ao desenvolvimento de condições autoimunes, como a afecção 

neuromuscular conhecida como síndrome de Guillain-Barré (GBS), uma neuropatia 

desmielinizante grave, que ocorre aproximadamente em 3 a cada 10.000 casos de 

campilobacteriose4, 81. As infecções por Campylobacter são mais comuns em grupos 

populacionais como crianças menores de 4 anos de idade, adultos entre 20 e 40 anos e 

idosos acima de 75 anos82-84. 

A sintomatologia gastrointestinal dessa doença é particularmente perigosa para 

crianças pequenas, pessoas idosas e imunossuprimidas que apresentam maior potencial de 

desidratação e perda de nutrientes, como sódio e proteínas, como consequência do quadro 

diarréico85.  
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Dentre as doenças emergentes, consta a campilobacteriose, considerada a 

gastroenterite bacteriana de origem alimentar mais comumente notificada nos países 

desenvolvidos em 201578. Tanto a incidência quanto a prevalência de campilobacteriose 

aumentaram a partir de 2005 nos países desenvolvidos e em desenvolvimento4. Houve 

aumento significativo no número de casos entre os países membros desse bloco econômico 

entre 2008 e 2017. Em 2017, relatou-se campilobacteriose humana em 27 países membros 

da União Europeia com 246.158 casos confirmados, resultando em uma taxa de notificação 

de 64,8 casos por 100.000 habitantes. Entretanto, o aumento do número de casos em alguns 

países pode tanto demonstrar mudanças na exposição, como também melhorias nos 

sistemas de vigilância 74. Acredita-se, no entanto, que o número real de casos seja de cerca 

de nove milhões a cada ano. O custo da campilobacteriose para os sistemas públicos de 

saúde e a perda de produtividade dentro da União Europeia foi estimado pela EFSA em 

cerca de 2,4 bilhões de euros por ano86.  

Nos Estados Unidos, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 

estimou que anualmente mais de 1,3 milhão de pessoas desenvolvam sintomas relacionados 

a infecções por Campylobacter. A maioria dos casos não faz parte de surtos reconhecidos 

e ocorrem em maior parte no verão58. De acordo com relatório da FoodNet, 2015-201887, 

a incidência de infecção por Campylobacter nos Estados Unidos em 2018, foi de 19,5 casos 

a cada 100.000 habitantes, superando a incidência de infecção 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 número de 

infecções por Campylobacter termotolerante. 

Dados da África, Ásia e Oriente Médio indicam que a campilobacteriose é 

endêmica nessas áreas, especialmente em crianças4. Estima-se que na África Subsaariana, 

3,8 milhões de mortes de crianças menores de 5 anos sejam relatadas anualmente66, 88. 

Campylobacter é um dos patógenos bacterianos mais frequentemente isolados das fezes de 

bebês com diarreia em vários países em desenvolvimento no continente africano e 

asiático89. De acordo com a OMS, 201590, 40% da carga global de doenças transmitidas 

por alimentos atinge crianças com menos de cinco anos de idade, sendo a carga mais alta 

por população observada na África. 

Aproximadamente 3500 pacientes sofrem de campilobacteriose a cada ano na 

Coréia do Sul91. No Japão, devido à tradição cultural de se consumir carne de frango crua 

ou mal passada o risco de infecção por Campylobacter é alto92. A Comissão de Segurança 
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Alimentar Japonesa93 estimou em 2017 que 150 milhões de pessoas sejam infectadas por 

essa bactéria anualmente.  

Por ser doença considerada autolimitante, geralmente não requer tratamento 

medicamentoso e, em casos mais graves, antibióticos podem ser administrados94. 

Entretanto, cabe enfatizar que a resistência a bases antimicrobianas é uma realidade, o que 

tem desfavorecido a terapêutica humana quando necessária95-99. O aumento da resistência 

antimicrobiana em Campylobacter é reconhecido por várias autoridades internacionais, 

incluindo a OMS, como preocupação emergente de saúde pública10.  

 

2.4 Resistência a antimicrobianos (RAM) 

 

Estima-se que até o ano 2050 a população mundial alcance 9,8 bilhões de 

pessoas100. Por decorrência, o crescimento populacional gera aumento significativo da 

demanda por alimentos, o que pressiona os sistemas de produção a serem cada vez mais 

eficientes em quantidade e qualidade101.  

Embora o fenômeno da resistência de microrganismos a antimicrobianos possa 

advir da sua adaptação ao meio ambiente, ele vem sendo acelerado pelo uso inadequado e 

excessivo desses medicamentos102, 103. Além destes, vários fatores podem ser citados como 

possíveis aceleradores, como a falta de regulação e supervisão do uso de antimicrobianos, 

a baixa adesão terapêutica, o uso não terapêutico e disponibilidade de antimicrobianos 

falsificados ou de qualidade duvidosa103, 104.  

As consequências da resistência a antimicrobianos incluem falhas terapêuticas 

que contribuem para aumento da mortalidade, doenças mais severas, perdas produtivas e 

redução dos meios de subsistência e da segurança alimentar e dos alimentos103. O impacto 

indireto inclui custos mais elevados para tratamento e cuidados de saúde. 

Consequentemente, minimizar o surgimento e a disseminação de microrganismos 

resistentes e multirresistentes requer esforço coordenado, multissetorial e multinacional105.  

Nos países em desenvolvimento, os patógenos resistentes são comumente 

encontrados em animais de produção, produtos derivados e ambientes agroindustriais. Em 

outra instância, a falta de sistemas de vigilância culmina em menor registro e dados 

subestimados sobre o nível desses patógenos nessas fontes de contaminação106.  
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O surgimento e disseminação de microrganismos resistentes a antimicrobianos 

é um grande risco aos ganhos obtidos em saúde pública ao longos dos anos107. Esse risco é 

particularmente alto em países nos quais não se tem legislação adequada, capaz de 

fiscalizar e regular o uso desses fármacos, além de uma vigilância regulatória capaz de 

detectar falhas nos sistemas de monitoramento. Normalmente, nesses países, as medidas 

de prevenção e controle dos mecanismos de resistência antimicrobiana também são fracas 

ou inadequadas103. De acordo com a Organização Mundial de Sanidade Animal (OIE), 

cerca de metade dos países não possuem legislação estruturada sobre o uso de 

antibióticos108.  

O Food and Drug Administration emitiu um relatório no ano de 2016, no qual 

afirma que os animais destinados à alimentação humana consumiram aproximadamente 14 

mil toneladas de antimicrobianos de relevância à saúde humana, sendo  que a maior parte 

desses compostos tem como princípio ativo a tetraciclina, cerca de 5,8 mil toneladas de 

tetraciclina, somente nos Estados Unidos109. A OMS estimou em 2012 que o consumo de 

antimicrobianos por animais foi o dobro do consumido por humanos110.  

A responsabilidade sobre o crescente número de casos relatados de 

microrganismos resistentes a antimicrobianos é compartilhada entre os setores humanos e 

veterinários e é necessário que seja enfrentado de forma multisetorial para que se obtenha 

resposta amplificada e coordenada de todas as áreas envolvidas. Dessa forma, surgiu uma 

colaboração entre a Organização Mundial de Sanidade Animal (OIE), a agência da 

Organização das Nações Unidas destinada a Alimentação e a Agricultura (FAO), e a OMS. 

Esses organismos internacionais uniram-se e baseado no conceito One Health (Uma Saúde) 

para reconhecer as necessidades e desafios de cada setor e impulsionar o desenvolvimento 

de políticas e ferramentas, que auxiliem os países membros no combate a RAM e melhoria 

da biosseguridade em todos os níveis105, 111.  

One Health ou Saúde Única é o termo usado para descrever o princípio que 

reconhece que a saúde humana e animal estão interligadas e são indissociáveis. Abordagem 

para o meio ambiente como elo entre humanos e animais evidencia a fonte potencial de 

novos microrganismos resistentes57.  

De acordo com a EFSA112, isolados de origem humana de Campylobacter 

apresentaram alta resistência à ciprofloxacina e às tetraciclinas. A resistência às 

fluoroquinolonas, como a ciprofloxacina, é em tal grau elevada em Campylobacter em 
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alguns países do continente europeu que esses antimicrobianos não são eleitos para o 

tratamento de casos graves de campilobacteriose112. 

O Center of Disease Control (CDC)113 estimou em 2013 que Campylobacter 

resistente a antimicrobianos causem por ano cerca de 310.000 infecções por ano somente 

nos Estados Unidos. Além disso, de 1997 a 2011 houve aumento de 12% nos casos de 

resistência a ciprofloxacina em Campylobacter nesse mesmo país. As infecções causadas 

por patógenos resistentes custam mais aos cofres públicos por serem afecções que 

normalmente demoram mais a serem solucionadas. A rota de origem alimentar é a principal 

via de transmissão de bactérias resistentes e genes de resistência de animais para humanos, 

apesar de existirem outras vias de transmissão114. 

O’hara et al115 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 resistência à ciprofloxacina aumentou 

durante o período do estudo, com 35% dos isolados sendo resistentes em geral, em 

comparação com apenas 3% exibindo resistência a macrolídeos. Apesar de uma minoria 

de pacientes recebendo antibioticoterapia empírica apropriada, a mortalidade geral foi de 

apenas 7%. Relatos como o de Spapen et al116, têm vinculado infecções por Campylobacter 

a quadros de cardiomiopatia humana. 

O plano de ação global sobre resistência antimicrobiana, criado em 2015, pela 

OMS, baseia-se em cinco objetivos visando solucionar ou pelo menos diminuir o número 

de casos associados aos patógenos resistentes existentes. São eles: melhorar a compreensão 

sobre a resistência antimicrobiana através de educação e comunicação eficazes; ampliar o 

conhecimento sobre o assunto através de vigilância e pesquisa; reduzir o número de casos 

através de ações eficazes de higiene, prevenção e saneamento; racionalizar o uso de 

antimicrobianos na saúde humana e animal; aumentar  o investimento em novos 

medicamentos, métodos e técnicas de diagnóstico mais rápidos e eficazes, vacinas e outras 

intervenções111. 

Dessa forma, as plantas e outras matrizes de origem natural têm sido 

historicamente utilizadas como fontes de substâncias antimicrobianas naturais para o 

tratamento de diversas doenças12. Diversos estudos vêm sendo desenvolvidos visando o 

isolamento e identificação 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 resistência de 

microrganismos patogênicos e com um menor impacto ambiental117. 

A eficácia de extratos de fontes naturais vem sendo comprovada contra uma 

ampla diversidade de microrganismos multirresistentes a antimicrobianos convencionais 

isolados de diferentes origens, demonstrando a importância do desenvolvimento de 

pesquisas acerca do seu potencial como alternativa ao uso dos fármacos antimicrobianos 

convencionais118-125.    

 

2.4 Própolis  

 

Em 2016, Nothias et al.126 discorreram sobre a necessidade de investigação de 

produtos naturais, bem como sobre as suas potencialidades uma vez que a resistência a 

antimicrobianos é de cunho global. Entende-se por própolis o produto oriundo de 

substâncias resinosas, gomosas e balsâmicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e 

exsudados de plantas, nas quais as abelhas acrescentam secreções salivares, cera e pólen14. 

Ela pode apresentar variações na coloração e consistência e é utilizada pelas abelhas para 

a defesa da colmeia e proteção contra insetos e microrganismos13. 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 proliferação de microrganismos patogênicos127. 

No geral, a própolis é considerada um produto essencial para a imunidade da colônia de 

abelhas128, 129. 

A própolis têm alcançado destaque no mercado nacional e internacional devido 

à sua composição química e propriedades biológicas18. O Brasil ocupa a terceira posição 

como maior produtor mundial de própolis e produz aproximadamente 150 toneladas por 

ano. Dois terços do total são destinados à exportação. O país que mais importa esse produto 

do Brasil é o Japão130. Dados da Federação de Apicultores de Minas Gerais revelam que a 

própolis produzida no estado chegou a ser considerada a melhor do mundo no mercado 

japonês, onde o quilograma do produto chegou a custar US$ 200 nos anos 200018.  

Park et al.127,  classificaram em 12 grupos as própolis brasileiras encontradas e 

coletadas nas diferentes regiões do país, usando como parâmetro as diferentes colorações 
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apresentadas pelos seus extratos. Esta classificação foi feita com base no perfil químico 

obtido pelas técnicas de espectrofotometria de absorção na região UV-visível e 

cromatografia líquida de alta eficiência, bem como, pela atividade antimicrobiana e 

antioxidante de cada material analisado. De acordo com essa divisão, cinco própolis são 

produzidas na região sul do Brasil (grupos 1 ao 5), seis na região nordeste (grupo 6 ao 11) 

e uma na região sudeste (grupo 12).  

Anos depois desta classificação, uma nova própolis foi encontrada no nordeste 

brasileiro, em Maceió – Alagoas, classificada como pertencente a um novo grupo, pois 

possuía a coloração avermelhada131.  Dessa forma, o Brasil possui atualmente 13 grupos 

diferentes de própolis classificadas e baseadas em características físico-químicas, 

composição de fitoquimicos e origem botânica132, 133. 

 

2.4.1 Origem Botânica e Composição química 

 

A origem botânica da própolis determina a variação de sua composição físico-

química. A fonte vegetal utilizada pelas abelhas em países da América do Sul é diferente 

da encontrada em outros países, o que torna a composição química da própolis brasileira 

diferenciada13. A correlação do tipo de própolis com a sua origem botânica é algo difícil 

de ser realizado devido à grande diversidade da flora brasileira, e dessa forma, apenas 

alguns tipos possuem origem botânica identificada127. Além disso, no país, existem muitas 

plantas que podem ser visitadas pelas abelhas como fontes de própolis, e a sua composição 

química pode diferir dependendo da localização geográfica134.  

A própolis brasileira mais popular é a própolis verde, originária da planta 

Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), uma planta nativa do Brasil, conhecida como 

alecrim do campo135, 136. Os extratos aquosos da própolis verde demonstraram ser ricos em 

derivados de ácido clorogênico, ácido p-cumárico e ácido cafeoilquinóico, enquanto os 

extratos etanólicos contêm artepilina C, ácido p-cumárico e derivados do ácido 

cafeoilquinóico137. Artepilina C é o principal biomarcador da própolis verde brasileira e 

considerado atualmente como composto de grande interesse para a indústria farmacêutica 

devido à sua grande variedade de propriedades biológicas como potencial anti-

inflamatório, antioxidante e antimicrobiano 138-140. 
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Com relação à própolis vermelha brasileira, a última a ser identificada e 

classificada, tem como origem botânica o exsudato resinoso de Dalbergia ecastophyllum, 

popularmente conhecida como rabo de bugio. Dessa forma, a produção dessa própolis é 

comum na região de manguezais devido à presença dessa planta131, 141. Trabalhos 

desenvolvidos com essa própolis têm demonstrado grande potencial biológico, incluindo a 

atividade antimicrobiana, contra vários microrganismos29, 142, 143. 

No que diz respeito à própolis vermelha, sua atividade biológica se deve 

principalmente às isoflavonas, que atuam sinergicamente com outros compostos. A 

formononetina é considerada uma das principais isoflavonas presentes nas amostras dessa 

própolis. Outros compostos foram identificados nas frações e extratos da própolis vermelha 

brasileira, como vestitol, neovestitol, biochantina A e liquiritigenina, também são 

considerados marcadores importantes e têm sido associados a diferentes efeitos biológicos. 

Dentre eles a biochantina A é considerada o principal marcador desse tipo de própolis29,144 

A composição química da própolis depende de vários fatores, incluindo o 

tempo de coleta, origem geográfica, flora no local de coleta, espécies de abelhas e métodos 

de extração para obtenção do extrato13, 22, 143. Até agora, mais de 420 constituintes químicos 

foram identificados nas própolis de diferentes regiões21, 145. A maioria das amostras de 

própolis compartilham semelhanças consideráveis em sua natureza química. Em geral, a 

própolis bruta é composta por 50% de resina e bálsamo vegetal (que contém os compostos 

biologicamente ativos), 35% de ceras (principalmente cera de abelha, algumas ceras 

vegetais), 5% a 10% de óleos aromáticos, 5% de pólen e outras substâncias menores, 

incluindo detritos orgânicos19, 146.  

Os principais compostos bioativos presentes na própolis são os compostos 

fenólicos (flavonoides e ácidos fenólicos e os seus ésteres), terpenoides e esteroides146, 147.  

 

2.4.2 Propriedades biológicas 

 

As propriedades biológicas da própolis podem ser atribuídas a uma variedade 

de compostos químicos incorporados na mistura de resina. A composição química e as 

atividades biológicas da própolis podem variar de acordo com o método de extração 

utilizado143. 
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Extratos de uma mesma planta, obtidos a partir de extrações e solventes 

diferentes tem potencial de ação antibacteriana diferentes. Normalmente, extratos 

etanólicos apresentam potencial antimicrobiano maior quando comparados com extratos 

hidroalcoólicos ou aquosos, por conta dos compostos biodisponibilizados por meio dessa 

extração148. 

Os flavonoides são considerados os principais compostos responsáveis pelos 

efeitos benéficos da própolis. Esses compostos fenólicos provenientes de plantas atuam em 

vários processos fisiológicos e exercem função antioxidante e antimicrobiana120. As 

benzofenonas, que são compostos fenólicos que apresentam alta atividade antimicrobiana, 

antitumoral e antioxidante, também estão entre os compostos químicos detectados e 

isolados a partir de própolis encontradas, principalmente em regiões tropicais121. 

Os extratos da própolis têm apresentado diversas atividades farmacológicas, 

como propriedades hipotensoras137,149, imunomoduladoras150-152, anti-tumorais153,154, 

antibacterianas29, 155, antivirais156, 157, antifúngicas 158, 159, anti-inflamatórias160 e 

antiparasitárias142; que são atribuídas à sua complexa composição química, principalmente 

pela presença de fitoquimicos oriundos do metabolismo secundário das plantas161.  

 

2.5 Justificativa 

 

O aumento da resistência a antimicrobianos por isolados de Campylobacter de 

origem alimentar nos últimos anos, tem chamado a atenção ao redor do mundo. Sendo cada 

vez mais necessário que se busque alternativas viáveis ao uso desses fármacos na inibição 

e eliminação desses patógenos. Nesse contexto, os extratos naturais são uma alternativa a 

ser pesquisada, entre eles os extratos de própolis, principalmente aqueles oriundos de países 

tropicais pelo potencial farmacológico 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 própolis verde e vermelha sobre Campylobacter termotolerantes isolados de alimentos 

de origem avícola. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

Determinar teores de compostos fenólicos, flavonóides e radicais antioxidantes 

dos extratos de própolis verde e própolis vermelha; 

Avaliar ação inibitória de extratos de própolis verde e vermelha sobre culturas 

de coleções e Campylobacter jejuni, Campylobacter coli e Campylobacter lari isolados de 

carcaças de frango. 
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4. HIPÓTESES 

 

Os extratos de própolis verde e vermelha possuem efeito antimicrobiano sobre 

Campylobacter termotolerante, em concentrações pré-definidas.  

Os extratos de própolis verde e vermelha não possuem efeito antimicrobiano 

sobre as espécies de Campylobacter termotolerante, em concentrações pré-definidas.  
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

5.1 Obtenção dos extratos  

 

 As própolis que compuseram o estudo foram duas, verde e vermelha, 

originárias dos estados do Paraná, com obtenção em 2013, e da Bahia, com obtenção em 

2017, respectivamente. A partir das própolis mencionadas foram realizadas extrações por 

dois métodos: extração assistida por ultrassom e a convencional, ou etanólica, totalizando 

quatro extratos, conforme disposto no Quadro 1.  

QUADRO 1 – Descrição das própolis, tipo de extração e localidade de origem 

Tipo de própolis Tipo de extração Localidade  Ano Código 

Verde 

Ultrassônica Paraná 
2013 VeUP13 

 

Etanólica Paraná 
2013 VeEP13 

 

Vermelha 

Ultrassônica Bahia 
2017 VoUC17 

 

Etanólica Bahia 
2017 VoEC17 

 

 

De forma geral, um total de 2 g de cada amostra de própolis (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 potência de 400 W, 

frequência de 60 kHz, temperatura de 50 °C por 80 minutos. Para a extração etanólica 

convencional foi aplicado o processo industrial utilizado para obtenção de extratos de 

própolis no Brasil. Assim, 2 g de cada amostra de própolis (verde ou vermelha) foram 

submetidas a infusão com etanol a 80% por sete dias (25 °C). Para a extração assistida por 

ultrassom foi utilizada a metodologia de Chen et al.162 e Reis et al.22 

Os extratos obtidos pelos dois métodos foram centrifugados em centrífuga 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 circulação de ar para 

evaporação completa do solvente. 
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5.2 Identificação de compostos bioativos dos extratos de própolis 

 

5.2.1 Determinação dos compostos fenólicos totais   

 

 A determinação de compostos fenólicos totais dos extratos de própolis foi 

feita de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Woisky 

e Salatino163 usando ácido gálico como padrão. O etanol (95%) foi usado para dissolver os 

extratos, a fim de se obter uma concentração de 0,1 mg/mL. Em seguida, retirou-se 0,5 mL 

da alíquota do extrato e misturou-se com 2,5 mL de solução aquosa de Folin-Ciocalteau 

(10%) e 2,0 mL de carbonato de sódio a 7,5%. A solução foi colocada num banho com 

regulação térmica a 50° C durante 5 minutos (Marconi, M127, Brasil), e depois a 

absorbância foi medida num espectrofotômetro (Femto-700 plus) a 765 nm, utilizando 

cubeta de quartzo com caminho óptico de 10 mm e volume de 3,5 mL. Os resultados das 

concentrações de compostos fenólicos totais foram comparados a uma curva padrão de 

ácido gálico (equivalentes de ácido gálico) (mgGAE.g-1) nas mesmas condições. Todas as 

análises foram executadas em triplicata. 

5.2.2 Determinação do teor de flavonoides totais  

 

 A determinação de flavonoides dos extratos foi realizada de acordo com o 

método colorimétrico do cloreto de alumínio164. Inicialmente, 2,0 mL de cada extrato (0,3 

mg/mL) foram transferidos para o tubo de ensaio e adicionados 2,0 mL de solução 

metanólica de cloreto de alumínio (AlCl3) a 2%. As amostras foram homogeneizadas e 

deixadas sob o abrigo da luz por um período de 30 min. A absorbância das amostras foi 

medida em um espectrofotômetro (Femto - 700 plus) a 415 nm. O mesmo procedimento 

foi realizado utilizando soluções conhecidas de padrão de quercetina para elaborar uma 

curva padrão. Além disso, uma amostra em branco foi preparada nas mesmas condições e 

a quantidade de teor de flavonoides foi expressa como equivalentes de quercetina (EQ) (mg 

EQ/g). Todas as análises foram executadas em triplicata.  
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5.2.3 Determinação da atividade antioxidante total pelo radical livre 

DPPH 

 

 A capacidade antioxidante dos extratos das própolis foi determinada 

utilizando-se 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH), de acordo com a metodologia descrita por 

Molyneux165. Os extratos foram diluídos na concentração de 50 μg.mL-1 em triplicatas. Em 

seguida, 1,0 mL de cada diluição foi transferido para um tubo de ensaio contendo 3,0 mL 

de solução etanólica de DPPH (0,004%). Após 30 minutos de incubação no escuro à 

temperatura ambiente, mediu-se a redução do radical livre DPPH lendo a absorbância em 

um espectrofotômetro (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 inibição do radical DPPH foi calculada através da equação abaixo: 

  % de sequestro = 100 - [(média das absorbâncias X 100 ) / absorbância em 

branco] (Equação 1) 

 

5.2.4 Diluições utilizadas dos extratos de própolis 

 

A diluição dos extratos de própolis foi feita a partir da pesagem da quantidade 

de material a ser utilizado e da adição de etanol 98% na quantidade suficiente para obtenção 

da concentração inicial a ser testada (100 mg/mL). A partir desta concentração, outras dez 

concentrações foram obtidas por diluição seriada. Desta forma, as concentrações 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 coleções e isolados de campo   

 

Quatros cepas referências subsidiaram os ensaios com bactérias padronizadas 

de coleções específicas do Instituto Adolfo Lutz (IAL) e da coleção americana American 

Type Culture Collection (ATCC). Compuseram os ensaios, duas cepas do gênero 

Campylobacter e duas do gênero Salmonella.  
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Com relação a Campylobacter spp. foi utilizada Campylobacter coli cedida 

pelo Instituto Adolfo Lutz e Campylobacter jejuni (ATCC 33291). Referente ao gênero 

Salmonella, foram utilizadas Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella 

Typhimurium (ATCC 14028).  

Em adição aos ensaios apontados anteriormente e considerando a variabilidade 

fenotípica e genotípica identificada em uma mesma espécie e entre espécies de 

Campylobacter termotolerantes extraídos de alimentos, 25 isolados de campo foram 

selecionados, todos provenientes de carcaças de frangos e armazenados em temperatura de 

80 ºC negativos. Três espécies e um isolado com classificação para gênero compuseram os 

microrganismos de campo avaliados, conforme especificado no Quadro 2. 

 

QUADRO 2 - Campylobacter termotolerantes isoladas de carcaças de frango que 

subsidiaram a investigação para ação dos extratos de própolis 

Espécie Quantidade de isolados Identificação adotada 

Campylobacter jejuni 12 CJ  - 1 

CJ -  2 

CJ -  3 

CJ -  4 

CJ -  5 

CJ -  6 

CJ -  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 descrição e explicação de 

cada procedimento.   

 

 

FIGURA 1 – Etapas da atividade experimental 
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5.4.1 Preparação dos inóculos bacterianos 

a) Ensaio de recuperação  

 

As culturas bacterianas foram descongeladas em temperatura ambiente, e 

semeadas em ágar Charcoal Cefoperazona Desoxicolato Modificado (mCCDA) 

(OXOID®) suplementado com antibióticos e em ágar CampyFood ID (BIOMÉRIEUX®). 

Todas as placas foram incubadas em microaerofilia a 41,5±1°C/ 44±4 horas. Para 

confirmação de viabilidade de culturas adotou-se o critério de observação de crescimento 

característico de colônias nos dois tipos de ágar. Esses testes seguiram as considerações da 

ISO 10272-1:2017166.  

 

b) Ensaio de confirmação de viabilidade 

 

Foram preparadas suspensões em solução aquosa peptonada a 0,1% m/v a partir 

das colônias obtidas do ágar mCCDA, turbidez de 0,5 da escala de McFarland 

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

A partir da homogeneização dessa solução aquosa foram preparadas lâminas e 

observada a motilidade de estirpes de CJ/CC/CL/C, ocasião em que houve a manutenção 

ou exclusão dos isolados. Esses testes seguiram as considerações da ISO 10272-1:2017166. 

 

5.4.2 Preparação e utilização da solução de resazurina 

 

A solução de resazurina a 0,1 % foi preparada a partir da adição de água 

destilada estéril ao reagente em pó imediatamente antes da sua adição às placas de 96 

poços168, 169. Após a adição desse reagente aguardou-se aproximadamente 12 horas em 

incubação em microaerofilia. Após este período de tempo a leitura visual correspondeu à 

classificação de inatividade bacteriana para a coloração azul e atividade para a coloração 

rosa/avermelhada. A resazurina por ser um corante que atesta a presença de crescimento 

microbiano por sua característica de indicador de reações de oxirredução, permite 

determinar a menor concentração inibitória associada aos extratos.  
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5.5 Ensaios de microdiluição 

 

Para a determinação da Concentração Inibitória Mínima (MIC) foi utilizado o 

método de microdiluição em placas de 96 poços descrito pelo Clinical and Laboratory 

Standards Institute 167, 168. A partir do inóculo bacteriano padronizado transferiu-se 15 µL 

da solução aquosa salina para 15 mL de caldo Bolton suplementado e procedeu-se a 

homogeneização. Em seguida transferiu-se 140 µL do caldo para cada poço da placa de 96 

poços. A Figura 2 refere-se à esquematização da adição dos inóculos e das concentrações 

de própolis, sem a adição da resazurina. 

 

 

FIGURA 2 – Concentrações extrato de própolis etanólico vermelho (VoEC17) de 

Canavieiras do ano de 2017, extrato obtido por extração assistida por ultrassom de própolis 

vermelha (VoUC17) de Canavieiras do ano de 2017, extrato etanólico de própolis verde 

(VeEP13) do Paraná do ano de 2013 e extrato obtido por extração assistida por ultrassom 

de própolis verde (VeUP13)  do Paraná do ano de 2013. Colunas de 1 a 11 correspondem 

às diluições 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 foi destinada ao controle da solução de 

resazurina a 0,01% (presença do microrganismo sem adição do extrato da própolis).  

 

Após a adição do inóculo bacteriano, procedeu-se a adição da própolis em sua 

maior concentração (100 mg/mL). Em todas as placas seguiu-se o mesmo padrão: nas 

linhas A e B adicionou-se o extrato etanólico de própolis vermelha, nas linhas C e D 

adicionou-se o extrato ultrassônico de própolis vermelha, nas linhas E e F adicionou-se o 

extrato etanólico de própolis verde e nas linhas G e H adicionou-se o extrato ultrassônico 
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de própolis verde. Adicionou-se 140 µL do respectivo extrato de própolis no primeiro poço 

de cada linha e procedeu-se a homogeneização e diluição seriadas a partir da transferência 

de 140 µL para os poços seguintes até o poço 11. 

Nenhum poço da coluna 12 recebeu o extrato de própolis pois foi destinado a 

ser utilizado como poço controle e por isso recebeu nesse momento somente o inóculo 

bacteriano. Cada isolado foi testado em uma placa. Observa-se que as linhas A e B, C e D, 

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

Todas as placas foram incubadas em microaerofilia a 41,5±1°C durante 44±4 

horas. Após esse período procedeu-se a adição de 30 µL de solução de resazurina em cada 

poço da placa de 96 poços, inclusive no controle bacteriano (coluna 12) e incubou-se 

novamente em condições de microaerofilia a 41,5±1°C durante 10±4 horas para que fosse 

possível a metabolização desse reagente. A solução de resazurina em sua forma original 

apresenta-se na coloração azul escura, nos poços nos quais a cor do corante é alterada, 

significa que a atividade microbiana é existente e consequentemente o extrato não foi capaz 

de inativar o microrganismo. 

 

5.6 Microscopia óptica por contraste de fase 

 

Foram elaboradas lâminas a partir de cada isolado em todas as concentrações 

de exposição de cada extrato de própolis testado, para análise de motilidade em 

microscópio óptico. Foi depositado a alíquota de 8 µL pós incubação e pós adição do 

reagente colorimétrico sobre a superfície de uma lâmina de vidro e recoberto com uma 

lamínula. Observando motilidade dos isolados com auxílio de microscópio óptico com 

lente de aumento de 40x.  

Desenvolveu-se uma escala própria para classificação de motilidade 

posteriormente transformada em um escore para melhor interpretação dos dados. A 

presença ou ausência de motilidade foi definida pelas siglas M (motilidade) e NM 

(bactérias não móveis) visualmente definido pela presença de cocos (Figura 3). A 

densidade foi quantificada por número de símbolos (+) e (-) e correlacionadas a um escore 

numérico (Tabela 1).  
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TABELA 1- Padronização entre a quantificação da densidade bacteriana e o escore 

numérico utilizado para a elaboração dos gráficos 

Densidade bacteriana Escore  Classificação 

- 0 A 

+ 1 B 

++ 2 C 

+++ 3 D 

 

FIGURA 3– Fotografias das imagens obtidos por microscopia óptica. (A) Densidade 

bacteriana classificada por escala própria como muito baixa (-); (B) Densidade bacteriana 

classificada por escala própria como baixa (+);  (C) Densidade bacteriana classificada por 

escala própria como média (++) e (D) Densidade bacteriana classificada por escala 

própria como alta (+++). Aumento de 40 x. 
 

A análise estatística adotada para as comparações dos extratos/métodos de 

extração, com relação aos teores de compostos fenólicos, flavonoides e percentual de 

DPPH referiu-se ao Teste de Tukey, nível de confiança a 95%.  
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na Tabela 2 estão descritas as composições dos extratos de própolis.  

TABELA 2 - Determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais (mg EAG/g), 

flavonoides (mg EQ/g) e da atividade antioxidante por DPPH (%) dos 

quatros extratos. 

Extratos 

Compostos 

Fenólicos  

(mg EAG/g) 

Flavonoides 

 (mg EQ/g) DPPH (%) 

 

VeEP13 

 

188,46±0,48c 40,35±0,26c 56,88±0,21a 

 

VeUP13 

 

301,76±0,65a 31,08±0,57c 57,27±1,61a 

 

VoEC17 

 

235,42±0,96bc 155,56±0,64a 70,61±0,01b 

 

VoUC17 249,52±2,24ab 133,56±1,38b 70,40±0,23b 

    Legenda: VeEP13 - extrato etanólico de própolis verde do Paraná, 2013 e VeUP13 - 

extrato obtido por extração assistida por ultrassom de própolis verde do Paraná, 2013; 

VoEC17 - extrato de própolis etanólico vermelho de Canavieiras, 2017; VoUC17 - 

extrato obtido por extração assistida por ultrassom de própolis vermelha de 

Canavieiras,2017. Valores com a mesma letra na mesma coluna não apresentam 

diferença significativa (p <0,05) usando o teste Tukey, nível de confiança de 95%. 
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Analisando o doseamento dos extratos, observou-se que própolis verde possui 

menor concentração de flavonoides quando comparado à própolis vermelha. Com relação 

ao método de extração percebe-se que os extratos de própolis verde possuem 

aproximadamente três a quatro vezes menor quantidade desse composto que a própolis 

vermelha. Desta forma, visto que os flavonoides são compostos fenólicos que possuem 

diferentes atividades biológicas, entre elas a ação antioxidante169,170, o aumento da sua 

concentração nos extratos de própolis é um indicativo de inibição da velocidade de 

oxidação, reduzindo dano celular causado por espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

espécies reativas de nitrogênio (ERN).  

Destaca-se também a diferença entre a capacidade antioxidante dos extratos de 

própolis verde e vermelha, item importante a ser analisado, uma vez que a quantidade de 

DPPH corresponde ao percentual do composto que inibe a oxidação. 

Importante ressaltar que a atividade biológica da própolis se deve à ação 

sinérgica de todos os seus compostos e não somente um grupo específico de compostos 

químicos171,172. Soma-se a isto o fato de que a composição é interdependente da origem 

botânica, da região, da sazonalidade e dos métodos de extração.  

Outro fator relevante é a biodisponibilização dos compostos químicos 

identificados, considerando o método de extração e a atividade biológica do extrato22,173-

175. Extratos etanólicos têm sido mais comumente usados devido ao seu conteúdo em ácidos 

fenólicos e flavonoides176. Esse método, entretanto, tem as desvantagens de baixa 

seletividade e baixo rendimento na extração de compostos de interesse, além de longos 

períodos de extração, aumentando assim os custos desse processo22,173.  

A extração assistida por ultrassom, a assistida por micro-ondas e realizada por 

fluido supercrítico são alguns métodos que têm sido utilizados visando aumentar a 

eficiência da extração dos componentes bioativos da própolis177,178. Nesse contexto, a 

extração assistida por ultrassom representa uma alternativa confiável aos métodos 

tradicionais de extração e tem sido amplamente aplicada na extração de compostos de 

diferentes matrizes naturais179,180. 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 extração convencionais22,181,182. O que o torna 

um método de extração ecologicamente mais interessante, economicamente viável e 

eficiente169. 
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Quanto aos componentes, além dos flavonoides, a própolis contém extensa 

gama de outros compostos antioxidantes que interagem com os radicais livres, como os 

polifenois, por exemplo183. Ademais, esse trabalho não pesquisou atividade estratificada 

de bioativos da própolis. 

Acrescenta-se que a própolis verde é a única que possui o composto fenólico 

Artepelin C. Este componente é um marcador com ação relevante considerando as funções 

biológicas identificadas, entre elas a atividade antimicrobiana, principalmente relacionadas 

a fungos e bactérias Gram positivas quando avaliados in vitro184. 

No quesito da avaliação do efeito antimicrobiano, identificou-se em trabalhos 

realizados pelo mesmo grupo de pesquisa, que as bactérias Gram-negativas, originárias de 

culturas de coleções específicas, 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 o comportamento frente a ambientes 

adversos.  

As Tabelas 3 e 4 contêm dados relativos ao intervalo de inibição e ausência de 

inibição dos isolados testados pelo parâmetro do método de microdiluição com indicador 

de resazurina.  
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TABELA 3 – Intervalos testados do extrato etanólico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de própolis verde, originária do Paraná (2013) sobre 

isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcaças de frangos 

ISOLADO  

Extrato etanólico 

 

Extrato ultrassom 
 Intervalo das  

concentrações  

de inibição 

Intervalo das 

concentrações  

sem inibição  

Intervalo das  

concentrações  

de inibição 

Intervalo das  

concentrações 

 sem inibição 

CJ - 1 0,097 – 3,12 6,25 - 100 0,097 – 3,12 6,25 - 100 

CJ - 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 

CJ – 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 

CJ – 6 0,097 – 50,00 25,00 - 100 0,097 – 12,50 25,00  - 100 

CJ – 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 

CJ – 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 

 



32 
 

TABELA 3 - Intervalos testados do extrato etanólico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de própolis verde, originária do Paraná (2013) sobre 

isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcaças de frangos (continuação) 

CC – 3  0,097 – 6,25 12,50 - 100 0,097 – 6,25 12,50 - 100 

CC – 4  0,097 – 100 - 0,097 - 100 - 

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

CC – 6  0,097 – 12,50 25,00 - 100 0,097 – 12,50 25,00 -100 

CC – 7  0,097 – 6,25 12,50 - 100 0,097 – 6,25 12,50 -100 

CC – 8 0,194 – 50,00 0,097; 25,00 - 100 0,097 – 6,25 12,50 -100 

CC – 9 0,097 – 6,25 12,50 - 100 0,097 – 6,25 12,50 -100 

CC – 10  0,097 – 6,25 12,50 - 100 0,097 – 6,25 12,50 -100 

CC – 11  0,097 – 6,25 12,50 - 100 0,097 – 6,25 12,50 -100 

CL 0,781 – 6,25 0,097 – 0,395; 12,50 - 100 0,781 – 6,25 0,097 – 0,395; 12,50 - 100 

C 3,12 – 12,50 0,097 – 1,56; 25,00 -100 3,12 – 12,50 0,097 – 1,56; 25,00 -100 

Legenda: - Não foi possível detectar a concentração inibitória mínima por leitura visual 
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TABELA 4 - Intervalos testados do extrato etanólico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de própolis vermelha, originária da Bahia (2017) 

sobre isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcaças de frangos 

ISOLADO  

Extrato etanólico 

 

Extrato ultrassom 
 Intervalo das  

concentrações  

de inibição 

Intervalo das 

concentrações  

sem inibição  

Intervalo das  

concentrações  

de inibição 

Intervalo das  

concentrações 

 sem inibição 

CJ - 1 0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 – 3,12 6,25 - 100 

CJ - 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 

CJ – 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 

CJ – 6 0,097 – 3,12 6,25 - 100 0,097 – 12,50 25,00 - 100 

CJ – 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 

CJ – 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 etanólico (EE) e extrato obtido por ultrassom (EU) de própolis vermelha, originária da Bahia (2017) 

sobre isolados de Campylobacter termotolerantes identificados em carcaças de frangos (continuação) 

CC – 3  0,097- 6,25 12,50 -100 0,097- 6,25 12,50 -100 

CC – 4  0,097 – 100 - 0,097 – 100 - 

CC – 5  3,12 0,097 – 1,56; 6,25 - 100  3,12 – 6,25 0,097 – 1,56; 12,50 - 100 

CC – 6  0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 – 12,50 25,00 - 100 

CC – 7  0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 – 12,50 25,00 - 100 

CC – 8 0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 - 6,25 12,50 -100 

CC – 9 0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 - 6,25 12,50 -100 

CC – 10  0,097 – 12,50 25,00 - 100 0,097 – 12,50 25,00 - 100 

CC – 11  0,097- 6,25 12,50 -100 0,097 – 12,50 25,00 - 100 

CL 3,12 – 6,25 0,097 – 1,56; 12,50 -100 0,781 – 6,25 0,097 – 0,395; 12,50 - 100  

C 0,781 – 3,12 0,097 – 1,56 ; 6,25 -100 3,12 – 12,50 0,097 – 1,56; 25 - 100 

Legenda: - Não foi possível detectar a concentração inibitória mínima por leitura visual 
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As Tabelas 5, 6, 7 e 8 contêm dados referentes aos ensaios de viabilidade 

microbiana pelos parâmetros do método de microdiluição com indicador resazurina, 

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

 

TABELA 5- Efeito do extrato de própolis vermelha obtido por extração convencional 

etanólica, originário de Canavieiras – Bahia, obtido no ano de 2017 (VoEP17) 

sobre cepas referência e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas 

de alimento de origem avícola 

Cepa/isolado CIM 

(mg/mL) 

Viabilidade 

microbiana* 

Motilidade 

microbiana** 

Densidade 

microbiana  *** 

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

C. jejuni  

ATCC 33291 

50,00 - - - 

S. Typhimurium 

ATCC 14028 

3,12 - - - 

S. Enteritidis  

ATCC 13076 

6,25 - - - 

CJ – 1 12,50 Sim M ++ 

CJ – 2 25,00 Sim M +++ 

CJ – 3 25,00 Sim NM - 

CJ – 4 6,25 Sim M ++ 

CJ – 5 25,00 Sim NM - 

CJ – 6 6,25 Sim M ++ 

CJ – 7  25,00 Sim M +++ 

CJ – 8 25,00 Sim M +++ 

CJ – 9 25,00 Sim M +++ 

CJ – 10 25,00 Sim M +++ 

CJ – 11 12,50 Sim M ++ 

CJ – 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  - Não - - 

CC – 5  6,25 Sim M ++ 

CC – 6  12,50 Sim M +++ 
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TABELA 5- Efeito do extrato de própolis vermelha obtido por extração convencional 

etanólica, originário de Canavieiras – Bahia, obtido no ano de 2017 

(VoEP17) sobre cepas referência e isolados de Campylobacter 

termotolerantes obtidas de alimento de origem avícola. (continuação) 

CC – 7  12,50 Sim NM ++ 

CC – 8 12,50 Sim M +++ 

CC – 9 12,50 Sim M +++ 

CC – 10  25,00 Sim M +++ 

CC – 11  12,50 Sim NM ++ 

CL 12,50 Sim M + 

C 6,25 Sim NM - 

Legenda :*alteração de cor compatível com CMI; **escore classificado por visualização microscópica: M: 

Móvel/ NM: Não móvel; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana 

classificada por escala própria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala própria 

como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala própria como média (+++) Densidade 

bacteriana classificada por escala própria como alta; - : Não foi possível detectar a concentração inibitória 

mínima por leitura visual. 

 

TABELA 6 - Efeito do extrato de própolis vermelha obtido por extração assistida por 

ultrassom, originário de Canavieiras - Bahia, obtido no ano de 2017 

(VoUC17) sobre cepas referência e isolados de Campylobacter 

termotolerantes obtidas de alimento de origem avícola. 

Cepa/isolado CIM 

(mg/mL) 

Viabilidade 

microbiana* 

Motilidade 

microbiana** 

Densidade 

microbiana*** 

C. coli (IAL) - - - - 

C. jejuni  

ATCC 33291 

- - - - 

S. Typhimurium  

ATCC 14028 

6,25 - - - 

S. Enteritidis 

ATCC 13076 

6,25 - - - 

CJ – 1 12,50 Sim M ++ 

CJ – 2 25,00 Sim M ++ 

CJ – 3 25,00 Sim M ++ 

CJ – 4 12,50 Sim M ++ 

CJ – 5 25,00 Sim NM + 

CJ – 6 12,50 Sim M ++ 

CJ – 7  25,00 Sim M +++ 

CJ – 8 25,00 Sim M +++ 
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TABELA 6 - Efeito do extrato de própolis vermelha obtido por extração assistida por 

ultrassom, originário de Canavieiras - Bahia, obtido no ano de 2017 sobre 

cepas referência e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de 

alimento de origem avícola. (continuação) 

CJ – 9 25,00 Sim M +++ 

CJ – 10 25,00 Sim NM ++ 

CJ – 11 12,50 Sim M +++ 

CJ – 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  - Não - - 

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 :*alteração de cor compatível com CMI; **escore classificado por visualização microscópica: M: 

Móvel/ NM: Não móvel; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana 

classificada por escala própria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala própria 

como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala própria como média (+++) Densidade 

bacteriana classificada por escala própria como alta; - : Não foi possível detectar a concentração inibitória 

mínima por leitura visual. 

 

TABELA 7 - Efeito do extrato de própolis verde obtido por extração convencional 

etanólica, originário do Estado do Paraná, obtido no ano de 2013 sobre 

cepas referência e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de 

alimento de origem avícola. 

Cepa/isolado CIM 

(mg/mL) 

Viabilidade 

microbiana* 

Motilidade 

microbiana** 

Densidade 

microbiana*** 

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

C. jejuni  

ATCC 33291 

12,50 - - - 
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TABELA 7 - Efeito do extrato de própolis verde obtido por extração convencional 

etanólica, originário do Estado do Paraná, obtido no ano de 2013 (VeEP13) 

sobre cepas referência e isolados de Campylobacter termotolerantes 

obtidas de alimento de origem avícola. (continuação) 

S. Typhimurium 

ATCC 14028 

6,25 - - - 

S. Enteritidis  

ATCC 13076 

6,25 - - - 

CJ – 1 6,25 Sim NM ++ 

CJ – 2 12,50 Sim NM + 

CJ – 3 6,25 Sim NM + 

CJ – 4 25,00 Sim M + 

CJ – 5 25,00 Sim NM - 

CJ – 6 25,00 Sim NM - 

CJ – 7  12,50 Sim M ++ 

CJ – 8 25,00 Sim M + 

CJ – 9 12,50 Sim NM + 

CJ – 10 12,50 Sim M ++ 

CJ – 11 12,50 Sim M ++ 

CJ – 12 25,00 Sim NM ++ 

CC – 1  6,25 Sim M ++ 

CC – 2  25,00 Sim NM + 

CC – 3  12,50 Sim M ++ 

CC – 4  - Não -  - 

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 :*alteração de cor compatível com CMI; **escore classificado por visualização microscópica: M: 

Móvel/ NM: Não móvel; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana 

classificada por escala própria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala própria 
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como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala própria como média (+++) Densidade 

bacteriana classificada por escala própria como alta; - : Não foi possível detectar a concentração inibitória 

mínima por leitura visual. 

 

TABELA 8- Efeito do extrato de própolis verde obtido por extração assistida por ultrassom, 

originário do Estado do Paraná, obtido no ano de 2013 (VeUC13)  sobre cepas 

referência e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de alimento 

de origem avícola. 

Cepa/isolado CIM 

(mg/mL) 

Viabilidade 

microbiana* 

Motilidade 

microbiana** 

Densidade 

microbiana** 

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

C. jejuni  

ATCC 33291 

12,50 - - - 

S. Typhimurium 

ATCC 14028 

6,25 - - - 

S. Enteritidis 

ATCC 13076 

6,25 - - - 

CJ – 1 6,25 Sim NM ++ 

CJ – 2 12,50 Sim NM ++ 

CJ – 3 6,25 Sim NM ++ 

CJ – 4 25,00 Sim M ++ 

CJ – 5 25,00 Sim NM + 

CJ – 6 25,00 Sim NM - 

CJ – 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 ++ 

CJ – 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  - Não - - 

CC – 5  25,00 Sim M + 

CC – 6  25,00 Sim M + 

CC – 7  12,50 Sim M + 
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TABELA 8- Efeito do extrato de própolis verde obtido por extração assistida por ultrassom, 

originário do Estado do Paraná, obtido no ano de 2013 (VeUC13)  sobre cepas 

referência e isolados de Campylobacter termotolerantes obtidas de alimento 

de origem avícola. (continuação) 

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 :*alteração de cor compatível com CMI; **escore classificado por visualização microscópica: M: 

Móvel/ NM: Não móvel; *** escore classificado pela escala de densidade: (-) Densidade bacteriana 

classificada por escala própria como muito baixa (+) Densidade bacteriana classificada por escala própria 

como baixa (++) Densidade bacteriana classificada por escala própria como média (+++) Densidade 

bacteriana classificada por escala própria como alta; - : Não foi possível detectar a concentração inibitória 

mínima por leitura visual. 

 

A concentração inibitória mínima (CIM) foi divergente para as cepas de 

coleções e para as de campo. Observou-se que os controles empregados referentes ao 

gênero Salmonella denotaram CIM para os quatro extratos (6,25 mg/mL), havendo 

variação para o extrato vermelho etanólico onde Salmonella Typhimurium respondeu a 

menor concentração (3,12 mg/mL) e Salmonella Enteritidis a 6,25 mg/mL.  

Para cepas referência de Campylobacter coli e Campylobacter jejuni observou-

ausência de CIM para o extrato de própolis vermelha obtido por ultrassom e houve 

divergência somente para o extrato vermelho etanólico 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 concentração 12,50 mg/mL. 

Vale ressaltar que bactérias Gram-negativas possuem em sua estruturação 

mecanismos que podem torná-las impermeáveis a diferentes moléculas, isto porque a 

parede celular é composta por fina camada de peptideoglicanos e está associada a uma 

camada de lipopolissacarídeos. Tal conformação pode dificultar a penetração de compostos 

como os fenólicos, diminuindo sua capacidade antimicrobiana185. 

Outro elemento importante a destacar relacionou-se ao método empregado para 

identificar viabilidade microbiana. Salienta-se que, a avaliação pela alteração de cor, 

princípio do ensaio, não se mostrou apropriado para isolados de campo de Campylobacter 

termotolerantes. Comparativamente às bactérias de coleções, reforça-se que para 

Salmonella verificou-se alteração de cor, compatível com CIM neste estudo, bem como os 
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estudos de Benício186 e Maia187. Campylobacter coli e Campylobacter jejuni oriundas de 

coleções explicitaram CIM, quando houve, compatível com alteração de cor. 

Por tais afirmações, esclarece-se que todos os isolados de campo mostraram 

inconsistência para a reação pela resazurina e CIM. Supõe-se que a variabilidade 

identificada relacionou-se a três fatores principais como a capacidade de redução da 

resazurina, a quantidade considerável de oxigênio livre da molécula de resazurina e a 

toxicidade para o microrganismo que é microaerófilo e altamente suscetível aos processos 

relacionados a injúria celular quando exposto a quantidades maiores que 5% de O2 no 

ambiente.  Em outra instância, este efeito não foi observado nas culturas de coleções, pela 

sua padronização e manutenção das características originais. Como isolados de campo são 

altamente adaptáveis a diferentes ambientes e privação de componentes essenciais, a 

resposta aos extratos em diferentes concentrações e concomitantemente à presença da 

resazurina, não permitiu o melhor desempenho do ensaio, ou o esperado quanto às maiores 

concentrações serem inibitórias, como descrito em estudos para microrganismos menos 

exigentes. 

Ressalta-se que de todos os padrões analisados, a motilidade foi o atributo mais 

relevante devido à evidência desta habilidade nos isolados testados. Bactérias móveis têm 

potencial capacidade de reconhecimento de áreas específicas para penetração em tecidos, 

invasão, disseminação. Esta habilidade otimiza a virulência quando comparada aos outros 

padrões analisados, pontuados neste estudo. 

A Figura 4 ilustra a resposta de CJ-5 aos quatro extratos e a coloração 

azul/arroxeada em concentrações igual ou inferior a 6,25 mg/mL. Esta informação deve ser 

contrastada com aquelas apresentadas nas Tabelas 5, 6, 7 e 8. 
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FIGURA 4 – Resposta de Campylobacter jejuni (CJ – 5) após 48 horas de incubação e 

adição da solução de resazurina. As colunas de 1 a 11 correspondem às diluições 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 solução de resazurina a 0,01% 

(presença do microrganismo sem adição do extrato da própolis). Cor de azul a lilás indica 

ausência de células viáveis e cor rosa indica a presença de células viáveis. 

De maneira geral, a mudança de coloração desse reagente ocorreu nas maiores 

concentrações dos extratos de própolis, tanto vermelho quanto verde, independentemente 

do método de extração empregado. Nas maiores concentrações de própolis houve maior 

viabilidade microbiana, o que permite considerar que as concentrações da ordem de 12,5 

mg/mL a 100 mg/mL protegem o patógeno; o que pode ser comprovado pela intensa 

motilidade identificada em microscopia de contraste de fase. Em contrapartida, nas 

menores concentrações que essas há menor número de células viáveis (Figura 4) e a 

motilidade não foi observada. Assim, pode-se supor que concentrações maiores que 6,25 

mg/mL de extratos de própolis verde e vermelha, mesmo em condições hostis de maior 

presença de oxigênio livre, decorrentes das reações de oxirredução da resazurina, protegem 

o microrganismo. Em concentrações menores, a capacidade antioxidante é menos 

expressiva, o que desencadeia o fenômeno de células viáveis e não cultiváveis, com 

morfologia alterada e menor capacidade para a motilidade. Por sua vez, o poço controle em 

que há adição do microrganismo e da resazurina ilustra a inatividade da bactéria, o que 

pode ser explicado pela lenta redução cuja velocidade da reação é dependente do patógeno. 

Por associação às descrições anteriores, trabalhos divergem quanto a eficácia 

de extratos de própolis de acordo com gêneros bacterianos. Alguns autores encontraram 
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extratos de própolis capazes de inibir apenas bactérias Gram-positivas16,188 outros trabalhos 

demonstraram atividade fraca contra bactérias Gram-negativas189. Uzel et al., 2005190 

demonstraram que bactérias Gram-positivas são, normalmente, suscetíveis a baixa 

concentração de própolis e o crescimento de bactérias Gram-negativas é inibido apenas em 

concentrações 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 ação dos compostos antimicrobianos de 

uma forma geral191.  

Relativo ao extrato de própolis vermelha obtido por extração convencional 

etanólica, foi possível observar que os isolados de Campylobacter jejuni apresentaram 

como CIM predominante a concentração de 25,00 mg/mL, já para os isolados da espécie 

Campylobacter coli submetidos a exposição 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 

às variáveis anteriormente mencionadas como motilidade e densidade, uma vez que se 

observa inconsistência quanto à ativa motilidade e média a alta densidade bacteriana, o que 

contradiz o princípio da menor concentração passível de inibição. 

A concentração inibitória mínima encontrada para a maioria dos isolados 

submetidos a exposição das própolis verdes foi em torno de 12,50 a 25,00 mg/mL. Não se 

observou diferença das concentrações inibitórias mínimas entre as espécies e nem entre os 

métodos de extração testados. Além disso, vale ressaltar que comparativamente a 

exposição aos extratos de própolis vermelha os resultados apresentaram menor motilidade 

e densidade bacteriana. O que ressalta a diferença de potencial de ativação microbiana entre 

os tipos de extrato e suas formas de obtenção, diretamente relacionado com os compostos 

presentes em cada tipo.  

Estudo desenvolvido por Machado et al.30 demonstrou que entre a própolis 

verde, marrom e vermelha, a última apresenta o maior potencial biológico assim como a 

maior quantidade de compostos antioxidantes e antimicrobiano com maior efetividade para 

microrganismos Gram-positivos. Rufatto et al.192 desenvolveram estudo utilizando o 

fracionamento bioguiado em extrato hidroalcoólico de própolis vermelha originária do 

estado de Alagoas, e obteve subfrações com notável atividade bacteriostática, 

demonstrando o potencial antimicrobiano dessa própolis. Entretanto o trabalho 

desenvolvido nessa dissertação não corrobora com os resultados de Machado et al.30 e 

Rufatto et al.192, considerando divergência entre os microrganismos avaliados nos três 
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estudos, as particularidades de exigência das espécies Campylobacter jejuni, 

Campylobacter coli e Campylobacter lari e a resposta diversificada dos extratos para os 

isolados que subsidiaram o estudo. 

Foi observado nesta pesquisa que não houve diferença entre a motilidade e 

densidade observada dos isolados quando submetidos à extrato de própolis de mesma 

coloração obtida por método de extração diferente. Possibilitando a inferência de que não 

há influência do método de extração dos extratos no comportamento bacteriano observado. 

Dessa forma, sendo o método de extração assistida por ultrassom o que apresenta maior 

eficiência em custo/benefício para este estudo.  

É necessário descrever que mesmo a partir de métodos de extração diferentes, 

os extratos de própolis apresentaram efeito antimicrobiano, baseado no princípio do ensaio 

que consiste na alteração de cor, em diferentes concentrações 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 oxidação da resazurina nas maiores e 

menores concentrações dos extratos de própolis. Ressalta-se a ocorrência de oxidação desse 

reagente nos poços da coluna 12 (Figura 5). Observou-se nesses casos a presença de 

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

(A, B, C e D). 

FIGURA 5 -  Microplacas com isolados (A) Campylobacter lari – CL; (B) Campylobacter 

spp. – C; (C) Campylobacter coli – CC5; (D) Campylobacter coli – CC8  após 48 horas de 

incubação e adição da solução de resazurina. As colunas de 1 a 11 correspondem às 

seguintes diluições 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 solução de 

resazurina a 0,01% (presença do microrganismo sem adição do extrato da própolis). Cor 
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de azul a lilás indica ausência de células viáveis e cor rosa indica a presença de células 

viáveis.  

 

FIGURA 6 – Imagens obtidas por microscopia óptica nas quais observa-se a presença de 

bacilos. (A) – Densidade bacteriana classificada por escala própria como alta (+++) e 

presença de bacilos; (B) - Densidade bacteriana classificada por escala própria como média 

(++) e presença de bacilos. 

Quanto à oxidação da resazurina na presença de células viáveis junto a todos 

os isolados testados, acredita-se que isso se deve aos fatores relacionados à proteção das 

células bacterianas quando avaliadas as quatro maiores concentrações das diferentes 

própolis. Esta resposta culminou com outros achados como maior motilidade bacteriana 

revelando que os microrganismos estiveram menos expostos à possibilidade de tornarem-

se viáveis não cultiváveis, considerando o ambiente hostil de exposição. Mesmo assim, a 

variação de respostas em uma mesma espécie pode decorrer do fato da capacidade de 

adaptação da estirpe e a diversidade existente em mesmas espécies e entre espécies, o que 

para este gênero bacteriano é viável. Trabalhos de Meinnersman et al.193, Endtz et al.194, e 

Wilson et al.195 descreveram a existência de diversidade genética dentro de cada espécie e 

subespécie de Campylobacter termotolerante. Assim como as respostas desses isolados 

pode estar associada à diferença de genes de virulência e resistência. Entretanto, esses 

genes não foram avaliados neste estudo. 

Acrescenta-se que contradições também estão associadas aos extratos naturais 

pela variabilidade dos compostos, apontados por Rios et al.196, conforme a época do ano 

para obtenção, fatores geográficos e floradas.  

O comportamento bacteriano observado também pode estar diretamente 

relacionado aos componentes presentes nos extratos de própolis. De acordo com Bankova 

et al.13, a própolis oriunda de regiões tropicais possui diversidade maior de compostos 
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devido à variação de sua origem botânica, o que pode ter contribuído para interromper 

efeitos relacionados ao estresse oxidativo das espécies testadas. Neste caso, supõe-se que 

os dois tipos de própolis tenham compostos que para o metabolismo da bactéria sejam 

efetivos quanto ao efeito de recuperação celular, quanto aos estágios de injúria celular 

facilmente induzidos para este patógeno. Ressalta-se que Campylobacter spp. é um gênero 

bacteriano altamente suscetível à ação atmosférica e variações do meio em que está 

havendo autoindução da situação de formas viáveis não cultiváveis, não aptas ao 

diagnóstico laboratorial, mas passíveis de induzir doença se ingeridas. 

Não se encontrou na literatura trabalhos desenvolvidos com as espécies 

analisadas neste estudo, cuja origem trata-se de carcaças de frangos e própolis que tenham 

relatado resultado semelhante. Também não se encontrou o uso de própolis como 

estimulador ao desenvolvimento de Campylobacter. Sugere-se que ensaios de viabilidade 

celular por meio da resazurina podem não ser a melhor aplicação quando se trata de 

Campylobacter termotolerantes devido à ecologia da bactéria.  

O uso desse reagente para comprovação de viabilidade celular em isolados de 

origem alimentar vem sendo amplamente comprovado197, 198. Trabalhos desenvolvido por 

Benicio186 e Maia 187 observaram plena capacidade de resposta destes extratos, nestas 

concentrações, quando teve como foco de investigação Salmonella enterica. Entretanto, 

mesmo se tratando de isolados de origem alimentar, mesmos própolis e bactéria Gram-

negativas, há diferenças 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 não se comportaram de maneira semelhante.  

Em outra instância, para fungos os resultados conflitantes também foram 

registrados conforme Roca et al, 2019199. Estes autores discorreram que a ausência de 

respostas coerentes para microrganismos analisados pode decorrer da própria resazurina, 

não sendo um indicador de crescimento celular eficaz. Corroborando com a ideia desta 

discussão de que para certos gêneros esse indicador não seria o parâmetro ideal para 

viabilidade celular. 

Baseado nos resultados encontrados nesse estudo pode-se afirmar que as 

respostas variáveis para atividade microbiana de extratos de própolis sobre as espécies de 

Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter lari e para o isolado de 

classificação somente para gênero decorrem da interação entre composição química dos 

extratos e do metabolismo e adaptação diversificados do gênero. O efeito protetivo das 
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espécies em altas concentrações dos quatro extratos é passível de pesquisa e pode ser um 

recurso analítico importante, tendo em vista que o gênero relaciona-se a procedimentos 

analíticos exigentes no âmbito laboratorial.  
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8. CONCLUSÃO 

 

 

A própolis verde analisada possui menor concentração de flavonoides e menor 

capacidade antioxidante que a própolis vermelha. 

Extratos de própolis verde e vermelha, das regiões Nordeste e Sul do Brasil. 

apresentaram efeito antimicrobiano variável e insatisfatório para isolados de 

Campylobacter termotolerantes, independente do método de extração. 

Os extratos de própolis, em altas concentrações, apresentaram efeito protetor 

celular, independente do método de extração, o que permite sugerir mais estudos neste 

sentido. 
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