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Resumo:

A Citrobacter koseri, anteriormente denominado Citrobacter diversus, é um
microrganismo Gram-negativo que possui raro isolamento, porém constitui importante
causador de bacteremias. Dessa forma, o presente estudo objetivou analisar o perfil
antimicrobiano in vitro do extrato da própolis vermelha em diferentes diluições, frente a
bactéria Citrobacter koseri. O estudo foi realizado no Laboratório do Polo Tecnológico
Agroalimentar de Arapiraca – AL. O teste de suscetibilidade bacteriana foi executado
através da técnica de disco-difusão de papel-filtro em placas de Ágar Mueller-Hinton
semeadas com Citrobacter koseri. Foram utilizadas 4 diluições diferentes e foram
depositados em papel-filtro nas placas semeadas, foram levadas à estufa bacteriológica a 36
°C por 24 horas. O extrato apresentou crescimentos de halos significativa, onde o que
apresentou os maiores diâmetros foram o da placa 1 na diluição de 10% que utilizou
500mg/ml de extrato, com o diâmetro de 10mm, na concentração do extrato bruto da
própolis (100%) apresentou halos de tamanho padrão de 8mm. De acordo com os resultados
obtidos, pode-se observar que o crescimento da cepa foi inibido em todas as concentrações
de diluição do extrato da própolis vermelha. A Citrobacter koseri apresentou-se
bacteriostático, pois ocorreu apenas a paralisação do seu crescimento.
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Introdução:

A própolis é uma substância resinosa produzida pelas abelhas a partir da

coleta de matéria orgânica de diferentes partes das plantas. Essa é utilizada pelas

abelhas como selante para proteger suas colmeias de organismos invasores

(OLIVEIRA, 2022). A própolis tem sido objeto de estudos farmacológicos devido

às suas propriedades antibacterianas, atualmente inúmeros trabalhos demonstram as

atividades biológicas da própolis bem como suas aplicações terapêuticas

(LUSTOSA, 2008).
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As bactérias Gram-negativas possuem representantes comensais e alguns

tipos são patogênicos, destacando-se como as causadoras mais comuns de infecções

urinárias, além de provocarem diarréia (BARROS et al., 2021). A Citrobacter

koseri, anteriormente denominado Citrobacter diversus, é um microrganismo

Gram-negativo que possui raro isolamento, porém constitui importante causador de

bacteremias em humanos. É relatada ocorrência de abscessos cerebrais e meningite

(LIU et al., 2015).

Com a crescente resistência antibacteriana, é evidente a necessidade de

desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos contra microrganismos de

interesse médico (LIMA, 2022), dessa forma, o presente estudo objetivou analisar o

perfil antimicrobiano in vitro do extrato da própolis vermelha em diferentes

diluições, frente a bactéria Citrobacter koseri.

Metodologia:

O estudo foi realizado entre os meses de janeiro e fevereiro de 2023 no

Laboratório de Microbiologia Clínica e Experimental do Polo Tecnológico

Agroalimentar de Arapiraca localizado na Vila Bananeiras, zona rural do município

de Arapiraca - Alagoas. A própolis vermelha foi obtida de coletores alojados em

caixas de abelhas Apis mellifera em um apiário na cidade de Porto de Pedras,

Estado de Alagoas, nordeste do Brasil. A amostra de própolis bruta foi submetida à

purificação e remoção de qualquer tipo de material estranho. Em seguida, foi

triturado pela adição de nitrogênio líquido, homogeneizado, pesado e armazenado a

-18°C.

O teste de suscetibilidade bacteriana foi executado através da técnica de

disco-difusão de papel-filtro em placas de Petri em triplicata contendo

aproximadamente 25 ml de ágar Mueller-Hinton (MH) solidificado. Foram

utilizados extratos de própolis vermelho nas diluições de 100% (própolis bruta),

15% (750mg/ml), 10% (500 mg/ml) e 5% (250 mg/ml), o solvente como controle

negativo (álcool 70%) e discos de antibióticos já utilizados em testes de

suscetibilidade bacteriana como controle positivo. Para o semeio nas placas com

MH foram diluídas 3 colônias de Citrobacter koseri em um tubo de ensaio contendo

1 ML de solução fisiológica estéril de cloreto de sódio a 0,9%. Um swab de algodão
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esterilizado foi mergulhado no tubo a fim de coletar uma alíquota do inóculo e este

foi empregado na placa MH, espalhando-o em 5 sentidos diferentes em um ângulo

de 60°.

Foram adicionados 50µl de cada diluição de extrato bem como de solvente

em discos de papel filtro medindo 6 mm, posicionando-os na placa com auxílio de

uma pinça esterilizada. Um disco de antibiótico também foi colocado como controle

positivo das análises e as placas semeadas foram levadas à estufa bacteriológica a

36 °C por 24 horas. A leitura foi executada pela medição com halômetro dos halos

de inibição formados pelo desenvolvimento das colônias após o período de

incubação.

Resultados e Discussão:

A tabela 1 apresenta as medidas de crescimento dos halos formados nas

placas devido ao crescimento das colônias bacterianas de Citrobacter koseri após as

24 horas de incubação.

Tabela 1: Diâmetro dos halos de inibição formados pelo extrato de própolis vermelha.

PLACA 100% 15% 10% 5% CONTROLE

NEGATIVO

CONTROLE

POSITIVO

1 8mm 8mm 10mm 8mm 0mm CRO30=24mm

2 8mm 0mm 8mm 8mm 0mm TET30=18mm

3 8mm 8mm 0mm 0mm 0mm AMC30=14mm

Legenda: CRO30 (Ceftriaxona); TET30 (Tetraciclina); AMC30(Amoxicilina).
Fonte: Autores, 2023.

O extrato apresentou crescimentos de halos significativos. O que apresentou

os maiores diâmetros foram o da placa 1 na diluição de 10% que utilizou 500mg/ml

de extrato, com o diâmetro de 10mm, o controle negativo com o solvente (álcool a

70%) obteve 0mm e o controle positivo feito com o antibiótico Ceftriaxona obteve 24mm,

mostrando a resistência do antibiótico a bactéria gram-negativa, enquanto o antibiótico

Tetraciclina apresentou um halo de 18 mm.

Na concentração do extrato bruto da própolis (100%) apresentou halos de tamanho

padrão de 8mm. Enquanto nas concentrações de 15% e 5% apresentaram dois halos de

8mm e apenas um com 0 mm. O disco de Amoxicilina usado como controle positivo
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apresentou um halo de 14mm. Em um estudo feito por Pereira et al. (2021), mostra que

apesar do isolamento pouco frequente, a cepa de Citrobacter koseri é sensível a esse

antibiótico que pertence a classe da penicilina com ação bactericida, interferindo na parede

celular.

A própolis tem a capacidade de inibir o crescimento de bactérias, previne a divisão

celular, perturba o citoplasma, membrana plasmática e parede celular, causa lise parcial e

inibe a síntese de proteínas (TAKAISI-KIKUNI e SCHILCHER, 1994). De acordo com os

resultados obtidos, pode-se observar que o crescimento da cepa foi inibido em todas as

concentrações de diluição do extrato da própolis vermelha, assemelhando-se com os

resultados encontrados por Klahr (2016), no qual o crescimento cepa também foi inibido

nas concentrações de extrato etanólico de própolis.

Conclusões:

Através dos dados, foi possível concluir que o extrato de própolis vermelho quando

em contato com a cepa Citrobacter Koseri apresentou-se bacteriostático, pois ocorreu

apenas a inibição do crescimento bacteriano.
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