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1. INTRODUCAO

A Cria Putrida Americana (CPA) é uma doenca altamente contagiosa e
letal em larvas de Apis mellifera, causada pela bactéria Paenibacillus larvae,
resultando em prejuizos significativos na producédo de mel (AGREN; SCHAFER;
FORSGREN, 2017; BEIMS et al., 2020; PAPIC; DIRICKS; KUSAR, 2021; ZEID et
al., 2022; OFFICE INTERNATIONAL DES EPIZOOTIES, 2009). Os métodos
convencionais de controle incluem a incineracdo de colonias doentes e o
tratamento com antibiéticos, mas ambos tém limitacbes, como a resisténcia
antibiotica e a persisténcia de esporos bacterianos no ambiente da colmeia
(KOCHANSKY et al., 2001; LINDSTROM; KORPELA; FRIES, 2008; STEPHAN et
al., 2019). Como alternativa, compostos bioldgicos ativos extraidos de produtos
naturais, incluindo extratos de macrofungos, ndo apenas demonstraram eficacia
antimicrobiana (KOKOSKA et al., 2019), mas também oferecem uma nova
abordagem a prevencdo e tratamento da CPA, possuindo uma série de
propriedades terapéuticas (GEBREYOHANNES et al.,, 2019; GLAVINIC et al.,
2021; STAMETS et al., 2018; VOLCAO et al., 2021a).

O presente estudo teve como objetivo avaliar pela primeira vez a atividade
antimicrobiana de extratos de diferentes espécies de macrofungos contra P.
larvae. Além disso, também busca realizer uma triagem inicial sobre cepas
bacterianas de importadncia médica. Esses extratos sao ricos em diversos
compostos bioativos com propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-
inflamatorias, sugerindo seu potencial promissor como alternativa aos meétodos
convencionais de controle da CPA.

2. METODOLOGIA

A bioprospecc¢éo dos macrofungos abrangeu a realizagéo da coleta in situ,
onde realizou-se um caminhamento perimétrico - percorreu-se o perimetro da
area de interesse, efetuando as coletas. As areas vegetativas dos municipios de
Capdao do Ledo e Pelotas eram caracterizadas por bosque de coniferas e arvores
de pequeno porte, com predominancia de espécies de Pinus spp. Ja no Horto
Botanico Irm&o Teodoro Luis a éarea € descrita por tipos fisionbmicos de
vegetacao de restinga, como mata arenosa e turfosa (PRADO, 2018).

Apés a coleta, foi realizada a identificacdo morfoldégica macroscopica com
auxilio de guias de identificacdo e subsequente limpeza e armazenamento em
envelopes para desidratacdo em estufa a temperatura de 45°C por até 96 horas


mailto:gabriellhullier@gmail.com

92 SEMANA

INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUAGAO
EESRIE S0 023

(VOLCAO et al., 2021a). Posteriormente, 0 armazenamento em recipientes
hermeticamente fechados, protegidos da luz e umidade até a producdo dos
extratos. Para realizacdo dos extratos, os macrofungos foram triturados até as
menores particulas possiveis, com laminas ou moinho de bolas a depender da
espécie. Foram realizadas duas formas de extracdo, banho de ultrassom (SB-
5200 DTDN Ultrasonic Cleaner) a 40°C por 120 minutos ou maceracao dinamica
com aquecimento (40°C) por 120 minutos e subsequente filtragcdo a vacuo (Papel
filtro - Whatman ® n°1) (ROESLER et al., 2007; SIMOES et al., 2007). Os
solventes utilizados foram &gua destilada esterilizada, hidroalcodlico 50% e
cloroférmio, na proporcéo de 1:10 (10%). Por fim, os extratos foram liofilizados ou
rotaevaporados e depois armazenados em geladeira até os ensaios in vitro.

Nos ensaios de disco difusdo foram utilizados os extratos aquosos (AQ) de
Russula xerampelina, Gymnopilus junonius, Pycnoporus sanguineus, Ganoderma
sp. 1 e Xylaria polymorpha, também extratos de Cloroformio (CHCL) de
Ganoderma sp. 1 e G. aplanatum e Hidroalcodlico (HAL) para P. sanquineus. O
método de disco difusdo seguiu os protocolos de Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) protocolo M2-All (2012). Os isolados utilizados
pertenciam a Bacterioteca do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular de
Microrganismos (LaPeBBioM/UFPel). Foram utilizadas as seguintes cepas de
bactérias: S. pneumonie (isolado clinico), E. coli (ATCC 35218), S. agalactie
(isolado clinico), S. aureus (ATCC 29213), S. epidermidis (14990), C. albicans
(ATCC 14053), K. pneumonie (ATCC 700603) e P. larvae (ATCC 9545) e como
controle foi utilizado o composto Oxitetraciclina, de nome comercial Tormicina. Os
testes foram realizados em duplicata e os resultados expressos em mm pela
média aritmética do diametro dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir encontram-se 0s resultados dos dados brutos da atividade
antimicrobiana dos extratos nas Tabelas 1 e 2 para as cepas bacterianas e
fungicas testadas. Os resultados mostram que o0s extratos possuem atividade
antimicrobiana. Porém, os halos inibitérios dos extratos para P. larvae em
comparagao ao controle Oxitetraciclina mostraram ser inferiores ao mesmo. Os
outros extratos de R. xerampelina AQ, G. junonius AQ, P. sanguineus AQ e P.
sanguineus HAL néo apresentaram halos na concentracédo testada de 100 mg/mL
para P. larvae. A atividade antimicrobiana ainda precisa ser melhor investigada
através de mais testes in vitro. Até o momento o extrato G. aplanatum CHCL
apresentou melhor atividade anti-P.larvae na concentracdo de 200 mg/mL. Ja na
Tabela 2, o extrato hidroalcodlico de P. sanguineus apresentou o maior halo
inibitério para S. agalactie, assim como o0s extratos P. sanguineus AQ e G.
junonius AQ tiveram atividade para um espectro maior de bactérias.

Em comparacdo a atividade antimicrobiana de estudos anteriores,
Gebreyohannes et al., (2019) relataram a acdo antimicrobiana de extratos
(cloroférmio, etanol 70% e agua quente) de Trametes spp. e Microporus spp.
frente a S. aureus meticilina resistentes, S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa
e E. coli. Em outro estudo, os extratos aquosos de Auricularia auricula, Lactarius
deliciosus e Laccaria laccata tiveram acdo antimicrobiana in vitro sobre
Acinetobacter baumanni, sem apresentar citotoxicidade em macrofagos e
fibroblastos de linhagem VERO (VOLCAO et al., 2021a). Posteriormente, Volc&o
et al., (2021b) demonstraram que 0s extratos alcodlicos de R. xerampelina e S.
granulatus também apresentavam acao inibitéria sobre cepa de P. aeruginosa.
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A composicdo quimica dos extratos de macrofungos e o conteudo de
substancias bioativas podem ser influenciados por varios fatores, incluindo o tipo
de solvente, a temperatura utilizada para extragao (ELBATRAWY et al., 2015), a
guantidade de macrofungos, estruturas do basidiocarpo como o pileo e estipe
(CHEN et al., 2010), maturidade do cogumelo (BARROS; BAPTISTA; FERREIRA,
2007) e localizacédo geogréfica do espécime de cogumelo coletado (BARBARA
RIBEIRO et al., 2006). Estes fatores podem determinar diretamente a classe de
metabolitos secundarios que serdo extraidos, e consequentemente a acéo
antimicrobiana do composto desejado. Além disso, 0s extratos podem apresentar
uma atividade antimicrobiana mais ampla devido ao sinergismo dos constituintes
majoritarios e metabdlitos secundarios que compdem os macrofungos e que
podem ser extraidos a partir de solventes organicos.

Tabela 1. Diametro de inibicdo (halo) da atividade antimicrobiana dos extratos
contra a cepa P. larvae (ATCC 9545) na concentragao de 200mg/mL.

Extratos X.hypoxylon G. aplanatum Ganoderma  Ganoderma sp.  Oxitetraciclina
AQ CHCL sp. 1 CHCL 1AQ
Halo mm mm mm mm mm
inibitério
P. larvae 11.00+1 16.00+1 10.00+1 7001 30.00
(9545)

Tabela 2. Diametro de inibicdo (halo) da atividade antimicrobiana dos extratos
contra as cepas bacterianas S. pneumonie, P. aeruginosa, E. coli, S. agalactie, S.
aureus e contra a cepa fungica C. albicans na concentragdo de 100mg/mL.

Cepas S. . S. S. S. C. .
. E. coli . . - . K. pneumonie
pneumonie agalactie  aureus epidermidis albicans
Halo inibitério mm mm mm mm mm mm mm

de extratos

R. xerampelina - - - - 10.00+1 6.00+£1 10.00+1
AQ
G. junonius AQ 10.00+1 - - 7001 8.00+1 - 7.00+1

P. sanguineus 8.00x1 700+x1 10.00+x1 7.00%x1 - - -
AQ

P. sanguineus - 13.00+1 - - - -
HAL

(-) ndo apresentou halo inibitério ou néo foi testado.

4. CONCLUSOES

O presente trabalho € pioneiro ao investigar a atividade antimicrobiana de
extratos de macrofungos para o agente causador da CPA em A. mellifera, P.
larvae. Até o momento foram constatados a partir dos dados moderada atividade
antimicrobiana nas cepas testadas. Os estudos para atividade antimicrobiana sao
preliminares, necessitando da continuidade de investigacdes in vitro, que seréao
realizadas, como a concentragdo inibitéria minima, testes de citotoxicidade,
caracterizacdo dos extratos e teste in vivo para avaliar a toxicidade dos extratos
sobre A. mellifera.
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