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RESUMO

A mastite € o processo inflamatorio de origem infecciosa ou n&o, que acomete
as diferentes estruturas da glandula mamaria. Caracteriza-se por alteragdes
fisico-quimicas e bacterioldgicas do leite e lesdes irreparaveis no tecido
mamario. Em cabras exploradas para a produgdo de leite, a mastite € um
grave problema, tanto por aumentar os custos da produgao quanto pelos riscos
a saude publica. Objetivou-se com este estudo Isolar e identificar os
microrganismos envolvidos nas mastites clinicas e subclinicas em cabras,
determinar o perfil de sensibilidade dos Staphylococcus spp frente a diferentes
antimicrobianos além de avaliar a atividade antimicrobiana determinar a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e avaliar o efeito bactericida e
bacteriostatico da prépolis verde. Foram utilizadas 90 cabras em lactacdo, com
mastite clinica ou subclinica, constituindo um total de 180 metades mamarias.
As amostras de leite que foram submetidas ao exame microbiolégico para
isolamento e identificagdo de Staphylococcus coagulase positiva e negativa
que foram submetidos a testes de sensibilidade frente a 13 diferentes
antimicrobianos e, as fragdes etandlica e aquosa do extrato de propdlis verde
cedidos pelo laboratorio Necta-Farmacéutica®, utilizando a técnica de difusédo
em disco. Foi constatada a presenca de mastite clinica e sub-clinica no
rebanho caprino dos municipios estudados, e dentre os isolados a partir das
amostras de leite de animais com mastite, form isoladas colénias de
Staphylococcus spp. De acordo com a avaliacdo feita com os antibidticos
utilizados no tratamento de mastites a cefalotina 30ug e a tetraciclina 30ug
demonstraram maior eficacia frente a estes isolados com um indice de 95,56%
de sensibilidade. Comparando-se os valores dos halos de inibicdo obtidos das
fracbes aquosa e etandlica, constatou-se que houve diferenga significativa
entre eles (p < 0,01), sugerindo que a formulagdo exerceu atividade
antimicrobiana nos casos estudados. Foi determinada a concentragao inibitéria
minima de 100 mg/mL obtendo-se efeito bactericida para todas as amostras

testadas. Sugere-se, a partir dos resultados obtidos que a prépolis verde, pode



ser utilizada como um tratamento alternativo para mastite caprina causada por
Staphylococcus spp, por ter demonstrado eficacia in vitro quanto ao efeito

bactericida nos isolados testados.



ABSTRACT

The mastitis is the inflammatory process of infectious origin or not, that reaches the
different structures of the mammary gland. It is characterized by alterations
physical-chemistries and bacteriological of the milk and irreparable lesions in the
mammary fabric. In goats explored for the production of milk, the mastitis is a
serious problem, so much for increasing the costs of the production as for the risks
to the public health. It was aimed at to evaluate clinicamente the animals, with
relationship to the presence or not of mastites; To isolate and to identify the
microorganisms found in the milk of the appraised animals; to determine the
susceptibilitie of the isolated front to different antibiotics used in the mastitis
treatment; to evaluate the antimicrobial activity of the propolis green in vitro; to
determine the concentration minimum inibitory (CMI) of the green propolis; to
evaluate the bactericidal effect and bacteriostatic of the green propolis. As
experimental unit was established the use of the goat mammary half, for they be
independent anatomicaly could present different infections. Initially 90 goats were
selected in nursing, presenting clinical mastite or subclinical, constituting a lot of
180 (hundred and eighty) affected mammary half for the disease. Samples of goat
milk of some located properties were collected in the districts of Arcoverde, Brejo
da Madre de Deus, Garanhuns, Jaboatdo do Guararapes, Paudalho, Olinda, Pedra
and S&o Lourengo, State of Pernanbuco; identified the microorganisms, isolated
the colonies of Staphylococcus spp, the susceptibilitie was evaluated from the
isolated front to different antibiotics used in the mastitis treatment (cefalotyne 30ug,
gentamicyne 10ug, penicillyne G 10Ul, sulfazotrim 25ug, tetraciclyne 30ug,
neomicyne 30 ug, nitrofurantoyne 300 pg, ampicilyne 10ug, amoxicilyne 10ug,
estreptomicyne 10ug, kanamicyne 30ug, lincomicyne 2ug and clorafenicol 30ug)
and to the etanolics fractions and aqueous of the extracts of green propolis given in

by the laboratory Necta-Farmacéutica®, for the diffusion methodology in disk.



They were also certain the concentration minimum inibitory - CIM and bactericidal
effect and bacteriostatic. The presence of clinical mastite was verified and it sub-
practices medicine in the goat flock of the studied districts, and among the isolated
ones starting from them sample of milk of animals with mastitis, form isolated
colonies of Staphylococcus spp. In agreement with the evaluation done with the
antibiotics used in the mastitis treatment the cefalotyne 30ug and the tetraciclyne
30ug they demonstrated larger efficiency front to these isolated with an index of
95.56% of sensibility. Being compared the values of the obtained inibition halus of
the aqueous fractions and etanolic, it was verified that there was significant
difference among them (p <0.01), suggesting that the formulation exercised activity
antimicrobian in the studied cases. It was certain the concentration minimum
inibitory of 100 mg/mL being obtained bactericidal effect in all the tested samples.
It is suggested that obtained with the green propolis starting from the results, this
can be used as an alternative treatment for goat mastitis, for having demonstrated

efficiency with relationship to the bactericidal effect in the isolated ones tested.
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1. INTRODUGCAO

O leite de cabra é rico em vitaminas e dada a sua composicéo facilmente
digerido pelo organismo, € indicado na alimentagao de criangas com problemas de
digestao de gorduras de produtos de origem animal. E uma das mais importantes
fontes de calcio, fésforo, vitamina A e vitamina D, podendo ser consumido por
pessoas alérgicas ao leite de vaca. As pessoas convalescentes, criangas e idosos
com problemas 6sseos, e também quem gosta de saborear um bom leite, tem no
leite de cabra estas importantes propriedades (EMBRAPA, 2007/a).

A producao nacional do leite de cabra é de 22.000 litros/dia. A regiao
Nordeste produz diariamente, 45,4% da produg¢ao nacional, cerca de 9.988 litros.
(EMBRAPA, 2007/b).

Dada a sua constituicdo, o leite (figura 01) proporciona condigdes ideais
para o crescimento bacteriano, podendo causar problema de saude (MENDES et
al., 1995).

calorias Em gramas Em miligramas

Umidade || Proteina lipidios
23 I3 I

IR N N TN 2 £ I [ 3 ()
IR 2 I AT K K3 ) (21

Fonte: EMBRAPA, 2007/b

Figura 1 — Valor nutritivo entre o leite de cabra e de outras espécies

A mastite é considerada a principal enfermidade do ponto de vista
econdbmico, dentre as patologias que afetam os animais domésticos,
principalmente aqueles produtores de leite, por causar perdas resultantes do
descarte do leite, morte precoce dos animais, custo com drogas, servigo

especializado e aumento da mao de obra, além de reduzir a quantidade e
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qualidade do leite e derivados (MOTA, 1999). A estimativa do custo para o
tratamento da mastite em caprinos chega a R$ 8,60 com a aquisicdo de
medicamentos e méo de obra (PINHEIRO et al., 2002).

A mastite é a inflamagao do parénquima da glandula mamaria independente
da causa, caracterizando-se por uma série de alteracdes fisicas e quimicas do
leite bem como modificagdes patoldgicas no tecido glandular. As transformacgdes
mais importantes sdo a descoloragédo, o aparecimento de coagulos e o aumento
na contagem de leucocitos no leite. A glandula mamaria apresenta aumento de
volume, elevagdo de temperatura, dor e endurecimento (RADOSTITIS et al.,
2002).

Nas mastites, os agentes etioldgicos sdo predominantemente bacterianos
(CORREA e CORREA, 1992), sendo as espécies do género Staphylococcus os
principais envolvidos em todas as formas de mastite caprina. Embora o S. aureus
seja considerado o patdégeno principal, as espécies coagulase-negativas de
Staphylococcus sdo mais comumente observadas, principalmente nas mastites
sub-clinicas (CASTRO et al., 1992; LIMA-JUNIOR et al., 1993; CONTRERAS et
al., 1995, 1999; BEDIDI-MADANI et al.,1998).

O controle e as medidas preventivas contra a mastite caprina sdo similares
aquelas usadas para a mastite dos bovinos, incluindo pré e pds-desinfec¢cao da
teta na ordenha, terapia clinica, terapia seca e uso apropriado do equipamento de
ordenha (POUTREL et al., 1997; MENZIES e RAMANOON, 2001).

O tratamento antibidtico € uma das alternativas recomendadas a fim de
reduzir a infec¢ao intramamaria e, consequientemente, a prevaléncia da mastite no
rebanho (BRITO e BRITO, 1998). Entretanto, o uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos para o tratamento da mastite ou de qualquer outra infeccdo pode
gerar um aumento do nivel de resisténcia de muitos microrganismos a estas
drogas (CONTRERAS et al., 1995). Assim, o conhecimento dos agentes
bacterianos responsaveis por infecgdes, bem como seu perfil de susceptibilidade
as drogas deve melhorar as taxas de cura e reduzir a resisténcia bacteriana
(SILVA et al., 2004).
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Existe uma necessidade de se descobrir novos antibidticos especialmente
aqueles de amplo espectro para bactérias resistentes, anaerdbios, patéogenos
oportunistas, virus e fungos (VANDAMME, 1984).

Os produtos apicolas vém sendo utilizados na terapia de varias doencas,
com a finalidade de alcancar maior eficiéncia, menor toxicidade e menores efeitos
colaterais (MARCUCCI, 1995).

A prépolis revela-se como uma alternativa natural para o tratamento das
mastites infecciosas, uma vez que varios trabalhos cientificos in vitro destacam a
sua atividade antibacteriana (SANTOS et al., 2002; GAREDEW et al., 2004; ORSI
et al., 2005).

Os precursores da propolis sdo colhidos pelas abelhas de brotos, casca de
arvores e de outras partes do tecido vegetal, que sao transportados até a colméia,
onde as abelhas adicionam e modificam sua composicdo através de secrecdes
préprias como a cera e secregdes salivares (CIZMARIK et al., 1975).

O uso de propolis pelo homem é muito antigo, ja no Egito Antigo era
empregada pelos sacerdotes que dominavam a medicina, a quimica e a arte de
mumificagdo de cadaveres (MAKASHVILI, 1975). No entanto, s6 recentemente
passou a despertar o interesse da ciéncia, em especial nos paises do antigo bloco
socialista europeu. No Brasil, os estudos a respeito da prépolis comegaram entre o
final da década de 70 e comeco dos anos 80.

Dentre os produtos apicolas, como mel e geléia real, a propolis vem se
destacando pelas suas propriedades terapéuticas: atividades antimicrobianas,
antiinflamatodrias, cicatrizantes, anestésicas, anticariogénica e anticancerigena.
Possui ainda outras agdes como antiprotozoaria, antitripanocida e citotdxica in
vitro (MARCUCCI, 1995).

Neste sentido, cabe uma maior investigacdo sobre a utilizacdo da prépolis

verde frente a isolados de Staphylococcus spp de mastite caprina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastite

Em funcdo do numero e do tipo de microrganismos presentes no leite,
alteragbes indesejaveis na aparéncia, sabor ou odor podem causar prejuizos,
comprometendo, além do rendimento industrial, a vida de prateleira do produto e
causando reducdo das suas propriedades nutritivas, interferindo na qualidade final
dos produtos industrializados (CASSOLI, 2005).

A qualidade do leite assume destacada importancia sob o ponto de vista de
saude publica, por ser um excelente meio para crescimento e suporte de agentes
potencialmente patogénicos ao homem, sendo freqlientes os casos de doengas
associadas ao consumo de leite cru ou de derivados produzidos com leite
contaminado com microrganismos patogénicos, originarios de contaminagéo pos-
ordenha ou de infecgbes do proprio animal, em especial a mastite (NICOLETTI,
1987; ANUARIO MILKBIZZ, 1999).

Todas as fémeas de mamiferos sao susceptiveis a esta enfermidade.
Ocorre durante todo o ano e em todos os paises e regides, quase que
exclusivamente durante a lactagdo. A incidéncia da mastite é variavel de acordo
com o tipo de criagao, higiene e fatores predisponentes como: grande produgéo de
leite, traumas mamarios (pastos sujos, maus tratos, cabecadas de lactentes), o
tipo e método de ordenha (CORREA e CORREA, 1992).

O termo mastite tem sua origem no idioma grego: mastos que significa
‘mama”, e itis, que significa “inflamacdo”. Portanto, mastite € a inflamacdo da
glandula mamaria, podendo ser causada por agentes fisicos, quimicos ou na
grande maioria, de origem infecciosa, geralmente causada por bactérias (QUINN
et al., 1994).

Os prejuizos econdmicos causados pela mastite em cabras exploradas para
a producao de leite, aliados as questdes de saude publica, tornam a doenca uma
das maiores preocupagdes da Medicina Veterinaria, por varias razoes:

epidemiologia abrangente, ser de causa plurietiolégica e apresentar controle
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complexo na dependéncia dos agentes envolvidos e do meio ambiente no qual os
animais sao criados (BALABAN e RASOOLY, 2000).

Na regido Nordeste, sinais clinicos de mastite foram relatados em 51,2%
dos rebanhos (PINHEIRO et al., 2000); de um modo geral, os casos de mastite
clinica em caprinos sao pouco frequentes (CREMOUX e MENARD, 1996),
variando entre 0 a 2% (CONTRERAS et al., 1999).

No Rio Grande do Sul, 30,8% de metades mamarias avaliadas foram
positivas para mastite subclinica. Esta forma representa um problema diagndstico,
principalmente em regides onde nao se dispbde de pessoal e equipamentos
especializados, uma vez que a grande quantidade de células epiteliais e particulas
anucleadas presentes no leite interferem significativamente nos testes de rotina
utilizados para detectar a forma subclinica da doenga (PERRIN et al., 1997;
MURICY et al., 2003).

A medida que o grau de inflamacdo aumenta, a sintese de leite diminui e a
composi¢cao quimica tende a se aproximar daquela do sangue, porque o0s
componentes s&o transferidos da circulagdo sanglinea para a glandula mamaria
(BRITO e BRITO, 1998).

No caso de infecgdo das glandulas mamarias, a defesa ocorre por
imunidade natural através de barreiras fisicas e reacbes celulares, e por
imunidade artificialmente adquirida, através de vacinas (HOMAN e WALTTIAUX,
1996).

O acumulo local de células do sistema imunolégico e o aumento de CD8+
proximo ao epitélio, sugerem um papel e defesa imune local (SALMON, 1987;
CHABEAUDIE et al., 1993). Com relagédo as células presentes no leite, existem
células epiteliais, fragmentos de hemacias, granulécitos representados por
neutréfilos e eosindfilos, linfécitos e macréfagos (SCHOLLENBERGER et al.,
1986).

Assim, um importante fator para a secrecio lactea € a saude do animal,
estando o organismo doente, a producéo de leite é reduzida (KOLB, 1987). Essa

reducao € um dos sintomas mais evidentes da mastite e depende do grau de
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inflamacao. Segundo Korhonen e Kaartien (1995), esta pode ser estimada a partir
da contagem de células somaticas (CCS) no leite.

Segundo Andrade e colaboradores (2001) o termo células somaticas
abrange diferentes elementos celulares normalmente presentes no leite,
compreendendo células de defesa do organismo e células epiteliais de
descamagao, que aumentam no caso das mastites, principalmente as de origem
bacteriana.

A enumeragdo das células presentes no leite € uma boa forma de
acompanhar o estado sanitario do ubere, além de indicar possiveis reducdes na
producao de leite e alteragdes na sua composicao fisico-quimica (Andrade et al.,
2001).

A determinacdo da Contagem de Células Somaticas (CCS) no leite € um
método convencional e amplamente usado para o diagndstico da mastite
subclinica em regies de bovinocultura leiteira desenvolvida. E também o
parametro mais empregado para avaliagdo da qualidade higiénica do leite, além
de ser um instrumento valioso para avaliagdo e monitorizagdo da mastite nos
rebanhos (BRITO et al.,, 1997). A utilizacdo desta metodologia em caprinos,
entretanto, ainda é controversa. Nesta espécie, a CCS é maior que em bovinos
(normalmente milhées/mL) tanto em uberes infectados como em sadios (GUS e
ACE, 1998) e em todo o rebanho ha uma proporgéo consideravel de animais com
alta CCS (SCHULZ, 1994).

A mastite geralmente contribui para o aumento da atividade enzimatica e
bioquimica no leite. Algumas dessas caracteristicas tém sido usadas como
recurso diagnéstico dessa doenga como a pesquisa de catalase e NAGase
(BRITO e BRITO, 1998).

Vérios estudos tém indicado e confirmado diferengas fisiolégicas e
microbioloégicas entre a glandula mamaria caprina e a bovina, demonstrando que
devem ser realizadas adaptagbes para caprinos, dos testes diagndsticos
empregados em leite bovino (SILVA et al., 1996; PERRIN et al., 1997).
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2.2. Staphylococcus spp.

A intoxicacdo alimentar estafilocécica € atribuida a ingestdo de toxinas
produzidas e liberadas pela bactéria durante sua multiplicacdo no alimento,
representando um risco para a saude publica. A toxina é termoestavel, podendo
permanecer no alimento mesmo apds o cozimento, favorecendo a ocorréncia da
intoxicacdo (ALCARAS et al., 1997).

De acordo com Associagcao de Saude Publica Americana (1995), o seu
modo de transmissdo se da pela ingestdo de um alimento contendo a enterotoxina
estafilococica. Alimentos manipulados por pessoas portadoras do patdégeno em
secrecdes nasofaringeas ou com ferimentos nas maos, abscessos ou acnes; ou
produtos de origem animal contaminados, que néo foram cozidos ou refrigerados
adequadamente, permanecendo em temperatura ambiente por determinado tempo
permite a multiplicagdo do microrganismo e a produgdo da enterotoxina
termoestavel. Superficies e equipamentos contaminados pode ser também a
causa de intoxicagodes.

Os estafilococos sdo bactérias Gram positivas, iméveis, de forma esférica,
medindo de 0,5 a 1,0um, agrupadas em massas irregulares em forma de "cacho".
Apresentam metabolismo respiratorio e fermentativo, atuando sobre carboidratos
com producdo de acidos, sendo aerdbias e anaerdbias facultativas. Podem
crescer em temperaturas de 7 a 48°C, tendo como temperatura 6tima de 30° a
37°C (BERGEY'S, 1994 ).

O género Staphylococcus € o agente responsavel por aproximadamente
45% das toxiinfecgbes no mundo. A contaminagao com Staphylococcus spp., pode
ocorrer durante os estagios de produg¢ao ou estocagem do alimento, por cepas de
origem ambiental ou humana. Em condigdes favoraveis de temperatura, o
microrganismo cresce, podendo produzir toxinas. O controle das enterotoxicoses é
possivel desde que se observem as boas praticas sanitarias de higiene nos

estagios de obtencdo, producdo, estocagem e manuseio de alimentos, pois a
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protecao contra esta enfermidade é considerada uma obrigagcédo dos profissionais
das areas de alimentos e de saude (STANFORD et. al, 2006).

O S. capitis € comumente encontrado em tetas e leite de cabra e ovelhas
com mastite (BAUTISTA et al.,1988) sendo isolado por Stanford e colaboradores
(2006) no leite in natura.

Ribeiro e colaboradores (1999) através do cultivo microbiolégico de
amostras de leite caprino de fémeas da ragca Saanem e mesticas, sob ordenha
manual, verificaram o predominio de Staphylococcus aureus e Staphylococcus
coagulase negativa.

Staphylococcus aureus € um Gram positivo, sendo que algumas cepas
produzem uma toxina protéica altamente termoestavel que causa a doenca em
humanos. A toxina é produto da multiplicacao da bactéria nos alimentos deixados
em temperaturas inadequadas (FDA/CFSAN, 2003). E um agente causal de
mastite no rebanho leiteiro, podendo ser encontrado no leite, onde niveis elevados
de contaminagao podem ser rapidamente alcancados se as condi¢gdes para a sua
multiplicagdo forem favoraveis. Durante seu crescimento no leite, cepas de
Staphylococcus aureus enterotoxigénicas estdo aptas a produzir enterotoxinas
termoestaveis, que quando ingeridas pelo homem causam nausea, vémito e
diarréia (SILVA et al., 2000).

A patogenicidade do género S. aureus, € particularmente relacionada a
larga produgdo das exoproteinas, incluindo a alfa, beta e delta-hemolisina que
contribui pela sua habilidade de causar doengas em muitas espécies (SILVA et al.,
2004).

Segundo o estudo realizado por Larsen e colaboradores (2000) algumas
cepas de Staphylococcus aureus sdo mais contagiosas, virulentas ou persistentes
que outras. Além disso, o S. aureus € frequentemente resistente a terapia
antibidtica devido a sua capacidade de produzir uma barreira de exopolissacarideo
e por causa de sua posig¢ao dentro dos micros abscessos, que limitam a acdo das
drogas (CONTRERAS et al., 2000). Os animais infectados por este microrganismo
no leite apresentam uma fonte de infecgdo para o rebanho e um perigo a saude
publica (SILVA et al., 2004).
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De acordo com Silva e colaboradores (2004), a falha na aplicagdo da
terapia seca pode contribuir para a manutencao do S. aureus na glandula mamaria
das cabras. Por causa da sua patogenicidade, o S. aureus deve ser considerado
um agente importante na mastite caprina sendo responsavel pela mastite clinica e
subclinica, bem como, pela elevada taxa de morbidade e mortalidade.

Na mastite aguda, quando a glandula estd edemaciada e os ductos
lactéforos estdo ocluidos por secregbes anormais, muitas drogas sao fracamente
absorvidas e podem nao penetrar completamente na glandula mamaria. Isto pode
afetar os resultados do tratamento, principalmente em infeccbes extensas como
aquelas causadas por Staphylococcus sp (PYORALA e PYORALA, 1998).

O uso de antibidticos durante a lactagao pode diminuir ou eliminar a maioria
dos sintomas clinicos da mastite, mas a cura microbiolégica é pequena,
principalmente quando o agente etiologico € o Staphylococcus aureus
(RADOSTITS et al., 1994; WAAGE et al., 1999). Isto se deve as lesbes que este
microrganismo provoca no organismo animal, levando o sistema imunologico a
criar um isolamento da area afetada, através dos leucécitos e tecido conjuntivo
fibroso, formando abscessos e perda de fungao da parte lesada.

Periodicamente, a bactéria pode romper esta barreira e infectar tecidos
saudaveis adjacentes, iniciando novamente o ciclo de infeccdo (NATIONAL
MASTITIS COUNCIL, 1998).

Apesar da disponibilidade de varios antimicrobianos para o tratamento da
mastite, o problema da resisténcia dos microrganismos a estes medicamentos
vem aumentando devido ao uso indiscriminado e incorreto, sobretudo no Brasil
(COSTA, 1999).

Medidas de controle sdo o principal e mais econbmico meio para a
eliminagao da mastite em um rebanho; no entanto, as dificuldades de implantacao
e manutencado destes procedimentos levam a necessidade de tratamento dos
animais doentes, geralmente realizado através de antibioticoterapia, ocasionando
inumeras consequéncias para o animal, o leite e os consumidores como ja
mencionadas anteriormente. Baseando-se neste fato surge a necessidade de

encontrar terapias alternativas, como o uso da propolis.
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2.3. Propolis

De acordo com Park e colaboradores (1999) a origem do conhecimento do
homem sobre as virtudes alimenticias, curativas e profilaticas dos produtos das
abelhas é bastante curiosa e interessante. Praticamente todas as civilizagbes
antigas com as suas terapias milenares conheceram e utilizaram os produtos das
abelhas como valiosos recursos na sua medicina. As histérias da medicina das
civilizagdes Chinesa, Tibetana, Egipcia e também a Greco-Romana sao ricas,
todas contendo em seus escritos antigos, centenas de receitas onde entram
principalmente mel, propolis, larvas de abelhas e as vezes as proprias abelhas,
para curar ou prevenir enfermidades.

Merece destaque a Biblia Sagrada, oriunda da Civilizagdo Hebraica que
em alguns textos enaltece ao mesmo tempo em que enobrece as propriedades
alimenticias e medicinais do mel. Outros textos referem-se a prépolis que era
conhecida como "O balsamo de Gileade", era utilizada para curar feridas e atingia
altos pregos no mercado daquela época (PARK et al., 1999).

A propolis é recolhida de brotos e cascas de arvores ou de outras partes do
tecido vegetal, pelas abelhas, que transportam até a colméia, onde adicionam e
modificam sua composicdo, através de secreg¢des proprias como a cera e
secrecdes salivares essenciais ou, ainda, resultante do processo de digestdo do
polen pelas abelhas (GHISALBERTI, 1979).

O termo propolis é originado do grego “pro” que significa defesa e “polis”,
que significa cidade, portanto esta substancia se constitui em uma barreira para
vedar as fendas da colméia e impedir o ataque de invasores. Conhecida como
“cola das abelhas”, € uma mistura de gomas, resinas, balsamos, de viscosidade
consistente, sabor amargo, cor variando do esverdeado claro ao pardo escuro
(CIZMARIK et al., 1975).

De acordo com Grange e Davey (1990) e Bonvehi e colaboradores (1994) é
composta, em média por 55% de resinas e balsamos, 30% de ceras, 10% de

Oleos volateis e 5% de pdlen.



24

Conforme Castaldo e Capasso (2002), prépolis € um remédio natural que
tem sido largamente usado ha muito tempo. Os egipcios sabiam muito bem das
suas propriedades anti-putrefativas e as usavam no embalsamamento de
cadaveres. Propolis era conhecida por médicos gregos e romanos tais como:
Aristoteles, Dioscorides, Plinio e Galeno, dadas as suas propriedades médicas.
Era usada como anti-séptico e cicatrizante naturais no tratamento de feridas,
tendo sido usada na idade média e posteriomente por médicos arabes. Os incas a
usavam como um agente anti-pirético.

A composicdo de uma propolis € determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colméia (KUMAZAWA et al.,
2004), sua origem geografica, concentracao relativa de seus constituintes, periodo
de coleta e variedades de abelhas Apis mellifera (SOUSA e BASTOS, 1999).

Segundo Bankova (2005), a amplitude das atividades farmacologicas da
prépolis € maior em regides tropicais do planeta e menor nas regides temperadas,
refletindo a diversidade vegetal destas regioes.

Varios compostos, principalmente polifendis, ja foram identificados em
amostras de propolis (MARCUCCI et al., 1994). Estudos revelaram que a
composi¢cao quimica € complexa, dentre os seus constituintes estdo: os
flavondides (flavonas, flavolonas e flavononas), chalconas, acido benzodico e
derivados, benzaldeidos, alcoois, cetonas, fendlicos, heteroaromaticos, alcool
cindmicos e derivados, acido caféico e derivados, acidos diterpenos e triterpenos,
minerais, proteinas, vitaminas B1, B2, B6, C e E (SOARES et al., 2000;
SAHINLER e KAFTANOGLU, 2005), bem como diversos minerais manganés,
ferro, calcio, aluminio, aminoacidos e polissacarideos (MARCUCCI, 1995).

A pinocembrina, galangina, acacetina, apigenina, quercetina, rutina,
rhamnetina, chrisina e vanilina s&o os flavonoides mais encontrados e estudados
(MATTOS et al., 1999). Lu e colaboradores (2004) afirmaram que cerca de 4.000
substancias diferentes ja foram listadas como flavondides, entre elas: hesperetina,
luteolina, genisteina, daidzeina, antocianidina, kanferol etc. Como indice de
qualificacdo de amostras de propolis € utilizado a presenga e a concentragao

destes compostos.
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De acordo com Aguiar (2005), os flavondides sao compostos fendlicos
naturalmente encontrados em vegetais e amplamente consumidos na dieta
humana e de animais, sendo capazes de modular a atividade de diferentes
enzimas e afetar o comportamento de muitos sistemas celulares, sugerindo assim
que esses compostos possam ter significativas atividades bioldgicas, tais como:
antihepatotoxica, antiinflamatéria, antiosteoporética, antitumoral, antimicrobiana,
antiviral, antioxidante, antiulcerativa e espasmolitica.

Existem relatos que a substancia ativa deste apiterapico é termicamente
estavel, conservando sua acido bacteriana mesmo apds ser submetida a
temperatura de 100°C por meia hora (PRADO FILHO et al., 1962).

O primeiro relato da utilizagdo de prépolis no tratamento da mastite em
bovinos, foi realizado pelos pesquisadores MIROLYUBOV e BARSKOV (1980).

2.3.1Composicao da Proépolis no Brasil e Uso Terapéutico

Mattos e colaboradores (1999) relatam que os flavonoides mais
encontrados em propolis extraidas e estudadas no Brasil sdo pinocembrina,
galangina, acacetina, apigenina, quercetina, rutina, rhamnetina, chrisina e vanilina.

Dada a grande variabilidade de nossa flora, a composi¢do quimica da
propolis brasileira é extremamente complexa, diferente das regides européias
onde a principal fonte de resina é a Populus nigra (GARCIA-VIGUERA et
al.,1992). Investigacdes sobre a propolis provinda da Venezuela (TOMAS-
BARBERANFAN et al., 1993) e do Brasil (AGA et al., 1994) demonstraram
auséncia daqueles compostos polifendis presentes nas amostras de propolis
européias, como a pinocembrina. Porém, nestas amostras analisadas, existe uma
alta concentragao de acido dihidrocindmico, acetofenonas preniladas e alguns
terpendides que caracterizam a propolis brasileira.

Podem ocorrer reagdes alérgicas a propolis, sendo relativamente rara
(SANTOS et al.,, 1999). Uma possivel reagdo pode ser uma resposta de

hipersensibilidade (PAULINO, 1999). As ocorréncias de anafilaxia e irritagdes
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teciduais localizadas, decorrentes do contato com a prépolis foram também
constatadas (HASAN et al., 2005).

Burdock (1998) indica que a propolis apresenta baixa toxicidade,
descrevendo suas doses toleraveis. Nao foi observada nenhuma reagéo alérgica
em 90 camundongos que receberam prépolis por via enteral, na dose de 1400
mg/kg ao dia.

Conforme Park e colaboradores (2004), avaliagbes da atividade
imunomodulatoéria da propolis indicaram um aumento no numero de linfécitos CD4
e CD8 em camundongos tratados com o ester fenetilico do acido caféico - CAPE,
como também o estimulo na producao de anticorpos especificos (SFORCIN et al.,
2005).

Diversos pesquisadores vém propondo o emprego de ensaios biolégicos,
como também analises quantitativas de alguns compostos quimicos das diferentes
amostras de propolis, com o objetivo de estabelecer padrdes que possibilitem
definir qualitativamente a propolis a ser empregada como fitoterapico (POPOVA et
al., 2005).

2.3.1.1 Atividade Antioxidante

A oxidagcdo de um determinado elemento (bioldgico ou n&o bioldgico) esta
relacionada, principalmente, com a sua degradacéo e/ou deterioragdo. No corpo
humano a oxidagdo esta ligada ao processo de envelhecimento, mutagdo do
material genético e degradacido de tecido vivo. Os compostos responsaveis por
essa agao maléfica sdo conhecidos como radicais livres. Recentemente, a prépolis
vem sendo estudada como alternativa para combater essa oxidagdo. A sua
composi¢cao quimica, formada essencialmente por compostos fendlicos, leva a
crer que estes possuam um grande poder antioxidante, uma vez que esses
compostos s&do conhecidos como tais (PARK et al., 2004).

De acordo com Moreno e colaboradores (2000) o sequestro de radicais
livres gerados por neutrofilos poderia ser um mecanismo antioxidante da prépolis,

que resultaria em uma atividade antiinflamatéria final. Em estudos in vitro verificou-
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se que um dos compostos presentes na propolis, conhecido como CAPE, atua
como um excelente antioxidante, inibindo a formacéao de radicais livres. A prépolis
inibiu em quase 95% a oxidacao de uma mistura de reagdo formada por B-
caroteno e acido linoléico.

Marquele e colaboradores (2005) relatam sobre a propriedade da remogao
de radicais livres em excesso do nosso organismo pela propolis, dada a sua
composicao. Alguns pesquisadores foram unanimes em atribuir aos flavondides

esta propriedade farmacologica (SUN et al., 2000).

2.3.1.2 Atividade Antiinflamatdria

Alguns pesquisadores isolaram determinados compostos da propolis que
apresentam conhecida atividade antiinflamatéria. Mirzoeva e Calder (1996)
atribuiram esta propriedade a presenca de acido caféico, quercetina, narigenina e
éster fenetilico do acido caféico (CAPE). Esta atividade seria resultante da
supressdo da sintese de prostaglandinas de leucotrienos pelos macréfagos. A
participacdo do CAPE isolado da prépolis na inibicdo da sintese de
prostaglandinas foi também constatada por Borrelli e colaboradores (2002). Além
destes compostos, Krol e colaboradores (1996) caracterizaram na propolis outros
15 compostos que, conhecidamente, apresentam atividade antiinflamatoria, entre
eles o acido salicilico, a epigenina, o acido telurico e a galangina.

A inibicdo na geracgao de 6xido nitrico por macrofagos é também apontada
como um dos fatores responsaveis pela atividade antiinflamatéria da proépolis
(NAGAOKA et al.,, 2003). Entretanto, outros estudos indicam um aumento na
producao de H,O, e NO por estas células (ORSI et al., 2000). Um incremento na
mobilidade e espraiamaento destas células também foram constatados por

Tatefugi e colaboradores (1996).



28

2.3.1.3 Atividade Antineoplasica

A procura de novas drogas para o controle dos diversos tipos de neoplasias
tem levado diversos pesquisadores a isolar compostos contidos em amostras de
prépolis de diversas procedéncias (BANSKOTA et al., 2001).

Diversos compostos isolados da prépolis apresentaram atividade inibitéria
no crescimento de diversos tumores. Matsuno (1995) constatou a atividade
inibitéria de um diterpeno, PMS-1, sobre hepatocarcinoma humano. Mitamura et
al. (1996), estudando o efeito do PMS-1 sobre o tumor de pele sugeriu que essa
atividade esteja relacionada com a inibigao na sintese de DNA destas células.

O CAPE isolado de propolis, apresentou atividades antiproliferativas sobre
a linhagem de hepatocarcinoma Hep3B, mas mostrou-se inécuo quando
adicionado a culturas primarias de hepatocito de camundongo (JIN et al., 2005).

Outro composto, a crisina, também isolada de prépolis, mostrou-se efetiva
em inibir o crescimento de culturas de linhagem de glioma C6 de rato; as células
mantiveram-se estacionarias na fase G1 do ciclo celular (WENG et al., 2005).

Diversos outros compostos com atividade inibitéria sobre o crescimento de
tumores foram isolados em outros estudos (TAKAI et al.,1996; WEYANT at al.,
2000). Orsolic e colaboradores (2005) isolaram compostos hidrossoluveis da
propolis que, atuando sinergisticamente, potencializaram a atividade de drogas

tumoricidas, inibindo assim o desenvolvimento de tumores acéticos de Ehrlich.

2.3.1.4 Atividade Antibacteriana

Como citado anteriormente, a prépolis exerce varias atividades no
organismo, dentre elas pode-se destacar a antimicrobiana, atuando sobre varios
microrganismos. O comportamento do microrganismo frente a agdo antimicrobiana
da propolis tem sido investigado, mas a literatura é escassa a respeito dos seus
efeitos sobre a resposta imune e variaveis bioquimicas, bem como sobre a

sazonalidade de produgao na atividade deste apiterapico (SFORCIN, 1999).
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De acordo com Levy (1999), a atividade da propolis vem sendo comprovada
contra um numero cada vez maior de microrganismos e seu mecanismo de agao €
complexo, ndo podendo ser feita uma simples analogia com a agdo de alguns
antibidticos classicos. Também relatam que no mecanismo de agdo da propolis
esteja envolvida a desorganizagao do citoplasma, da membrana plasmatica e da
parede celular, causando bacteridlise parcial, impedindo a sintese protéica e
divis&do celular.

A propolis também influencia a motilidade da bactéria, sendo a inibi¢ao,
dose-dependente. As bactérias tornaram-se rapidamente imdveis na presenca de
50 ug/mL de propolis, sendo o acido caféico feniletil éster o mais potente inibidor
da motilidade, porém seu efeito foi reversivel, provavelmente por inativacdo ou
detoxificacdo deste composto. Portanto, esta acdo dos componentes da prépolis
pode ter importante fungdo na inibicdo da patogénese bacteriana e no
desenvolvimento de infecgcbes, pois a motilidade e quimiotaxia sdo importantes
fatores de viruléncia usados pelas bactérias para alcancar os sitios de aderéncia e
invadir o hospedeiro (MIRZOEVA et al., 1997).

Takaisi-Kikuni e Schilder (1994) observaram que o extrato etandlico de
prépolis (EEP) inibia o crescimento de Streptococcus agalactiae por prevenir a
divisdo celular, ocasionando a formagao de Streptococcus pseudomulticelulares
(policarioticos), presenca de espagos vazios ou estruturas fibrosas (fibrous-like) no
citoplasma, alteracdo na membrana citoplasmatica, defeitos na estrutura da
parede celular, levando a bacteriolise parcial. Ainda constataram que o EEP inibia
a sintese protéica.

De acordo com Bankova e colaboradores (1982), a atividade antimicrobiana
da proépolis deve-se aos flavonodides pinocembrina e galangina. Esta agdo também
€ atribuida ao acido benzéico e ferulico (DONADIEU, 1980).

Segundo Mirzoeva e colaboradores (1997), o efeito bactericida do extrato
etandlico de propolis é causado pela presenga de muitos ingredientes ativos e
labeis. Esta atividade foi espécie dependente, sendo mais efetivo contra bactérias

Gram positivas e algumas Gram negativas.
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Kujumgiev e colaboradores (1999) afirmaram que amostras de prépolis de
diferentes origens geograficas, que foram investigadas quanto a atividade
antibacteriana (contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli), antifungica
(Candida albicans) e antiviral (contra virus da influenza aviaria) mostraram-se
ativas contra o fungo e bactérias Gram positivas, demonstrando o0 maximo de
atividade antiviral. Nas amostras provenientes da zona temperada, os flavonodides
e ésteres de acidos fendlicos sdo conhecidos por serem responsaveis pelas
atividades antibacteriana, antifungica e antiviral; ja as amostras oriundas de zonas
tropicais, embora ndo contivessem as mesmas substancias, também
demonstraram estas atividades.

Diferentes amostras e combinagdes de substancias sdo essenciais para o
efeito bioldgico da propolis. Estudando o sinergismo de misturas de extrato de
prépolis e de alguns dos seus constituintes na capacidade de inibir o crescimento
de uma amostra de Staphylococcus aureus, Kujumgiev e colaboradores (1993)
observaram um fraco sinergismo entre prépolis e cafeato de benzila (12%),
propolis e cafeato de isopentila (20%), pinocembrina e cafeato de benzila (12%)
levando a conclusao de que a atividade antimicrobiana da prépolis nao depende
significativamente do sinergismo dos seus constituintes.

Chmielewska e colaboradores (1991), classificando 129 amostras de
propolis em trés categorias diferentes quanto ao nivel de atividade bactericida
frente a uma amostra de Bacillus subtilis, observaram que a propolis foi
considerada como de alta atividade quando destruia todas as bactérias em meio
de cultura numa concentragao de 60-200mg/mL, média atividade em torno de 200
- 600mg/mL e de baixa atividade quando era requerida concentragdo maior que
600mg/mL.

Em um mesmo apiario, a propolis coletada numa mesma época do ano, de
colénias distintas, pode mostrar diferentes atividades. A comparagao da atividade
e o tamanho da colénia produtora mostrou que tanto as col6nias grandes quanto
as pequenas podem produzir propolis de alta ou baixa atividade, ndo havendo
entdo uma relacao entre estes dois fatores. Também nao foi observada relagao

entre a propriedade antibacteriana da prépolis e nivel de impureza. A atividade de
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uma proépolis produzida por uma mesma colénia mantém-se estavel por toda
estacao de producéao (primavera, verao e outono). As amostras que possuiam alta
atividade tanto foram encontradas em coldnias de alta producdo de proépolis
quanto nas de baixa producdo, embora em menor frequéncia. Varios extratos
alcodlicos de prépolis foram testados contra S. aureus, S.epidermidis, E. coli,
Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis. Os resultados variaram com o
método de extragdo, porém foram independentes da concentracido de alcool
utilizada (OBREGON e ROJAS, 1990).

Brumfitt e colaboradores (1990) encontraram comportamentos distintos na
atividade antibacteriana de extratos de propolis extraidos por diferentes solventes
(dgua, solugdes tampdo pH 5, 6, 7 e 8, etanol, acetona, dimetilsulfoxido,
cloroférmio e éter). Nenhum dos extratos exibiu alguma atividade sobre as
espécies Gram negativas testadas, E. coli e Pseudomonas aeruginosa. Os
extratos produzidos a partir da agua, solugées tampao pH 5 e 6 nado mostraram
atividade sobre as amostras de S. aureus, Bacillus subtilis e Candida albicans
testadas. Estes ultimos foram inibidos pelos extratos obtidos através das solugdes
tampdo de pH 7 e 8, etanol, dimetilsulféxido, cloroférmio e acetona, cujos
diametros dos halos de inibicdo variaram de 7 a 14 milimetros. Todos os extratos
estavam numa concentragdo de 100 mg de prépolis por 1mL de solvente. Os
extratos obtidos pelo uso de solventes orgénicos e ndo aquosos, mostraram ainda
a capacidade de inibir o crescimento de amostras, isoladas de casos clinicos, de
S. aureus (halos de 13 mm de didmetro), S. epidermidis e dez amostras de
Clostridium spp. (halos de 12 a 13 mm de didametro). Os Streptococcus dos grupos
A e C e o Corynebacterium xerosis ndo foram afetados. N&o foi encontrada
nenhuma atividade antimicrobiana sobre qualquer espécie quando o teste foi
realizado em meio agar sangue.

Segundo Mirzoeva e colaboradores (1997), as culturas de Bacillus subtilis
de 6 horas de incubagdo mostraram ser mais sensiveis do que aquelas de 18
horas “overnight”, em estufa. As concentra¢des de propolis que inibiram 50% das
30 culturas de B. subtilis e E. coli foram, respectivamente, 200mg/mL e 450mg/mL.

Em concentragdes menores que 200mg/mL, a propolis causou uma imediata
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inibicdo da divisao celular, no entanto as células retomaram o crescimento apoés a
fase lag, na mesma taxa que as células controle. O periodo lag aumentou em 3 e
7 horas, respectivamente, com o aumento da concentragdo de propolis em
50mg/mL e 100mg/mL, quando comparado ao periodo lag de células nao tratadas.

A prépolis parece possuir maior efeito bactericida que bacteriostatico, pois
a adicao de 100mg/mL de propolis em suspensdes de B. subtilis destruiu as
células rapidamente. Apds 15 minutos de incubacédo nao foram observadas células
viaveis. Assim, o prolongado periodo Lag nas curvas de crescimento na presenca
de concentragdes baixas de propolis pode ser explicado pelo efeito bactericida
sobre a maioria das células, e consequente crescimento das células
remanescentes (MIRZOEVA et al.1997). Os autores ainda sugeriram que a
retomada do crescimento bacteriano sob concentragdes baixas de prépolis pode
também ser explicada por mecanismos como detoxificacdo latente, selecdo de
formas resistentes ou detoxificacdo espontanea dos componentes ativos da
prépolis.

Langoni e colaboradores (1994), estudando a eficiéncia antimicrobiana de
extrato alcodlico de proépolis, in vitro, proveniente de apiarios em Botucatu - SP,
observaram que houve 100% de inibicao do crescimento de estirpes de S. aureus
e Corynebacterium bovis, 90% de Streptococcus agalactiae e 91% de E. coli.

Vargas et al. (1994) observaram que a propolis possui excelente agéo in
vitro sobre géneros bacterianos Gram positivos isolados de mastite bovina,
sugerindo que o produto possa ter grande validade como terapia alternativa para
infeccbes causadas por estes microrganismos. Também foi verificada a acao in
vitro da prépolis sobre espécies bastante resistentes aos antimicrobianos comuns,
concluindo que o prosseguimento de pesquisas que explorem o combate in vivo
destas infec¢des deve continuar.

Segundo Barizon e colaboradores (1999), a prépolis em solugao alcodlica
exerceu alta atividade contra bactérias Gram positivas e consideravel acdo contra
Gram negativas e fungos em forma de leveduras. O mel enriquecido com propolis

teve sua atividade potencializada contra bactérias Gram positivas.
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Goulart (1995) realizou um estudo onde avaliaram in vitro a atividade do
extrato etandlico de prépolis em diferentes diluigdes, utilizando varias linhagens
bacterianas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Corynebacterium pyogenes, Streptococcus sp, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
mirabilis e Escherichia coli). Chegou a conclusdo que a propolis apresenta
atividade antibacteriana variavel, dependendo da espécie e da amostra
bacteriana, mostrando-se como uma opc¢ao terapéutica alternativa para controle
de enfermidades infecciosas causadas por estas bactérias.

Hoffmann e colaboradores (1998) estudando a atividade antimicrobiana in
vitro de trés produtos farmacéuticos a base de prépolis (extrato alcodlico, solugao
e spray de prépolis) em trés concentragdes diferentes (10, 1 e 0,1%), verificaram
que a propolis em forma de extrato a 10% inibiu o crescimento de 100% das
bactérias e de 44% das espécies de levedura. Ja a propolis em solucdo, nas trés
diferentes concentragbes, mostrou-se ineficaz em inibir os microrganismos
testados.

Pereira (1999) utilizou para determinar a atividade antibacteriana e
concentracdo inibitéria minima os extratos alcodlicos de propolis verde produzidos
pela Apis mellifera e coletados de apiarios de cerrado do Estado de Minas Gerais.
Foram testadas cepas de bactérias Gram positivas e Gram negativas tais como
Listeria monocitogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Shigella
flexneri sorovar 1, isolados de seres humanos. Nao foi mostrada nenhuma
atividade antibacteriana da prépolis contra cepas Gram negativas, mas foi
observada contra todas as Gram positivas.

Estudos mostraram que existia sinergismo entre extratos de propolis e
alguns antibidticos de uso comum. Experimentos onde amostras de
Staphylococcus aureus resistentes a antibiéticos, quando testadas frente a uma
mistura de prépolis e antibiético comum, foram sensiveis a uma concentragcao
inibitéria minima (MIC) menor que a verificada s6 com antibiotico em 70% dos
testes (KEDZIA e HOLDERNA, 1986).

Krol e colaboradores (1993), ao estudarem o sinergismo da prépolis com

oito tipos de antibidticos: penicilina G, doxiciclina, estreptomicina, cloxacilina,
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cloranfenicol, cefradina, ampicilina e polimixina B, verificaram um efeito sinérgico
significante apenas em concentragdao de 600 mg/mL de prépolis. No entanto, a
ampicilina demonstrou antagonismo em relagdo ao extrato de propolis. Isso pode
ter ocorrido em fungdo de alguma interagcdo quimica entre este derivado semi-
sintético da penicilina com um componente fendlico da propolis, que pode ter
reduzido o nivel de ampicilina ativa no meio de cultura.

E sugerido que a combinacgédo de extratos de prépolis com antimicrobianos
possa permitir a reducao da dose clinica de determinados antibiéticos, diminuindo
a incidéncia de efeitos colaterais € ao mesmo tempo potencializando a
antibioticoterapia no tratamento de infecgdes onde a resisténcia bacteriana torna-
se fator determinante (MIRZOEVA et al., 1997).

Koo e colaboradores (1999) trabalharam com extrato etandlico de prépolis a
10%, obtido de 200 amostras de propolis bruta de Apis mellifera e com diversos
microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis
ATCC 29212, Candida albicans NTCC 3736, Candida albicans F72, Streptococcus
sanguis ATCC 10556, Streptococcus mutans Ingbritt 1600, Streptococcus mutans
OMZ - 175, Streptococcus cricetus HS-6, Actinomyces naeslundii W1053,
Actinomyces viscosus OMZ 105, Porphyromonas gengivalis, Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas denticola e Escherichia coli. A maioria dos
microrganismos testados demonstrou serem susceptiveis a este apiterapico, com
excegao da bactéria Escherichia coli. Observou-se também que a prépolis tem
propriedades antimicrobianas sobre os patégenos bucais, porém sua atividade
bioldgica foi bastante variavel dependendo da regido de coleta.

Meresta e Meresta (1985) examinaram a sensibilidade de 75 cepas
bacterianas ao extrato de propolis. Dessas, 69 foram identificadas como
Staphylococcus spp ou Streptococcus spp. Todas as cepas exibiram uma elevada
sensibilidade para este apiterapico. Com relacdo a atividade da prépolis sobre
Actinobacillus actinomycetencomitans, todas as amostras foram consideradas
susceptiveis, independentes da origem do extrato alcodlico da prépolis utilizado e
da época de coleta (SANTOS et al., 1999).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

- Avaliar a atividade antimicrobiana da prépolis verde frente a Staphylococcus spp

isolados de mastite caprina

4.2 Objetivos Especificos

» Avaliar clinicamente os animais quanto a presenca ou ndo de mastites

= |solar e identificar os microrganismos encontrados no leite dos animais
avaliados

= Determinar a susceptibilidade dos isolados frente a diferentes antibiéticos
utilizados no tratamento de mastites

» Avaliar a atividade antimicrobiana da proépolis verde in vitro

= Determinar a concentracgéo inibitoria minima (CIM) da propolis verde

= Avaliar o efeito bactericida e bacteriostatico da propolis verde.
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CAPITULO 1

PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE
STAPHYLOCOCCUS SPP ISOLADOS DE LEITE DE CABRAS COM MASTITE
EM MUNICIPIOS DO ESTADO DE PERNAMBUCO
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PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO DE
STAPHYLOCOCCUS SPP ISOLADOS DE LEITE DE CABRAS COM MASTITE
EM MUNICIPIOS DO ESTADO DE PERNAMBUCO

PROFILE OF ANTIMICROBIAN SUCEPTIBILITIE IN VITRO OF
STAPHYLOCOCCUS SPP ISOLATED OF MILK OF GOATS WITH MASTITIS IN
DISTRICTS OF THE STATE OF PERNAMBUCO

RESUMO

A mastite € o processo inflamatério de origem infecciosa ou ndo, que atinge as
diferentes estruturas da glandula mamaria. Caracteriza-se por alteragoes fisico-
quimicas e bacteriolégicas do leite, e lesdes irreparaveis no tecido mamario. Em
cabras exploradas para a producéo de leite, a mastite € um grave problema, tanto
por aumentar os custos da produgao quanto pelos riscos a saude publica. Com o
objetivo de avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana in vitro de
Staphylococcus spp isoladas do leite de cabras com mastite clinica e subclinica,
foi coletado o leite de cabras procedentes de 19 propriedades dediferentes
municipios do estado de Pernambuco. Amostras do leite foram colhidas para
isolamento dos microrganismos envolvidos em agar base enriquecido com 8% de
sangue desfibrinado de carneiro. Provas bioquimicas foram utilizadas na
identificacdo das amostras. Foram isoladas 45 amostras de Staphylococcus spp
das quais 26,66% foram coagulase positiva (SCP) e 73,33% coagulase negativa
(SCN). Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela
técnica de difusdo em discos, utilizando agar Mduller Hinton, onde o indculo
bacteriano foi obtido conforme preconiza o National Comité Clinical Laboratory
Standards - NCCLS. Os isolados foram testados frente a 13 antibidticos:

cefalotina, gentamicina, penicilina G, sulfazotrim, tetraciclina, neomicina,
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nitrofurantoina, ampicilina, amoxicilina, estreptomicina, canamicina, lincomicina e
cloranfenicol. Os resultados obtidos demonstram que 95,56% dos isolados foram
sensiveis a cefalotina e a tetraciclina. Observou-se resisténcia multipla para
64,44% das amostras estudadas, dentre estas apenas 27,27% foram resistentes
exclusivamente a estreptomicina. O wuso da estreptomicina em outras
enfermidades sem a devida prescricdo veterinaria, pode explicar os dados de
resisténcia encontrados entre os isolados, alertando aos criadores sobre a
importancia da realizacdo do diagnéstico bacteriolégico e antibiograma para

recomendar a terapia mais adequada para cada rebanho.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus spp , antibiograma, mastite, cabra

ABSTRACT

The mastitis is the inflammatory process of infectious origin or not, that reaches the
different structures of the mammary gland. It is characterized by alterations
physical-chemistries and bacteriological of the milk and irreparable lesions in the
mammary fabric. In goats explored for the production of milk, the mastitis is a
serious problem, so much for increasing the costs of the production as for the risks
to the public health. With the objective of evaluating the profile of antimicrobian
sensibility in vitro of Staphylococcus spp isolated of the milk of goats with clinical
mastitis and subclinical, the milk of goats coming from 19 farms districts of the
state of Pernambuco was collected. Samples of the milk were picked for isolation
of the microorganisms involved in agar base enriched with 8% of blood sheep
desfibrinado. Proofs biochemistries were used in the identification of the samples.
They were isolated 45 samples of Staphylococcus spp of the which 26.66% were
positive coagulase (SCP) and 73.33% negative coagulase (SCN). The sensibility

tests to the antimicrobians were accomplished by the diffusion technique in disks,
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using agar Mduller Hinton, where the bacterial inoculus was obtained as it extols
National Comité Clinical Laboratory Standards - NCCLS. The isolated ones were
tested front to 13 antibiotics: cefalotyne, gentamicyne, penicillyne G, sulfazotrim,
tetraciclyne, neomicyne, nitrofurantoyne, ampicilyne, amoxicilyne, estreptomicyne,
kanamicyne, lincomicyne and cloranfenicol. The obtained results demonstrate that
95.56% of the isolated ones were sensitive the cefalotyne and the tetraciclyne.
Multiple resistance was observed for 64.44% of the studied samples, among these
27.27% were only exclusively resistant the estreptomicyne. The use of
estreptomicyne in other ilinesses without the due veterinary prescription, it can
explain the resistance data found among the isolated ones, alerting the creators on
the importance of the accomplishment of the bacteriological diagnosis and

antibiogram to recommend the most appropriate therapy for each flock.

Key-words: Staphylococcus spp, antibiogram, mastitis, goat
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INTRODUGCAO

O leite € um excelente meio para crescimento e suporte de agentes
potencialmente patogénicos ao homem, os quais podem ser originarios de
contaminagao pos-ordenha ou de infec¢gdes do ubere do animal (NICOLETTI,
1987).

Mota e colaboradores (2000) definem mastite como sendo a inflamagao
total ou parcial da glandula mamaria causada pela presenga de um ou mais
microrganismos patogénicos, podendo apresentar-se nas formas subclinica ou
clinica. No Brasil, a prevaléncia da mastite em caprinos tem variado entre 22 e
75% do rebanho. Na regido Nordeste, sinais clinicos de mastite em cabras foram
relatados em 51,2% dos rebanhos (PINHEIRO et al., 2000); enquanto que no Rio
Grande do Sul 30,8% de metades mamarias caprinas avaliadas foram positivas
para mastite subclinica (MURICY, 2003).

A mastite sub-clinica s6 é detectada por meio de analise do leite (LUQUET,
1985) e tem grande impacto na produtividade dos rebanhos leiteiros (PHILPOT e
NICKERSON, 1991), podendo reduzir em 5 a 20% a producdo de leite
(CREMOUX e MENARD, 1996). Nos caprinos, podem ser identificadas pelo
"California Mastitis Test" (CMT), Contagem de Células Somaticas (CCS) e analise
microbiolégica de amostras de leite (GUS e ACE, 2007).

O Staphyloccocus aureus é um dos agentes patogénicos mais comuns em
todas as formas de mastite caprina, apresentando uma prevaléncia que varia de
5,6-17,0% (WHITE e HINCKLEY,1999). Dados relatados por Silva e colaboradores
(2004) demonstraram que em mastites caprinas subclinicas este percentual € de
37%.

As peculiaridades do seu habitat tornam a sua presenca amplamente
distribuida na natureza, sendo transmitido aos alimentos por manipuladores
(IARIA, 1980; CREMOUX e MENARD, 1996), na maioria dos casos por portadores
e também por animais, principalmente, gado leiteiro com mastites, apresentando
altas contagens do microrganismo no leite (MACHOSHVILI et al., 1991). O

tratamento antibidético € uma das alternativas recomendadas para de reduzir a
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infecgdo intramamaria e , consequentemente, a prevaléncia da mastite no rebanho
(BRITO e BRITO, 1998). O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos para o
tratamento da mastite ou de qualquer outra infecgdo pode gerar, entretanto um
aumento do nivel de resisténcia de muitos microrganismos a estas drogas
(CONTRERAS et al.,, 1995). Assim, o conhecimento dos agentes bacterianos
responsaveis, bem como o perfil de susceptibilidade do microrganismo as drogas
deve melhorar as taxas de cura e reduzir a resisténcia bacteriana (SILVA et al.,
2004).

Objetivou-se com este estudo avaliar a freqiéncia de Staphylococcus spp
em mastites clinicas e subclinicas e a sensibilidade antimicrobiana in vitro destes
isolados de caprinos procedentes de propriedades de oito municipios do Estado

de Pernambuco.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas 90 cabras em lactagdo, de racas puras e mesticas, em
diferentes fases de lactagao, primiparas e multiparas oriundas de 19 propriedades
localizadas nos Municipios de Arcoverde, Brejo da Madre de Deus, Garanhuns
Jaboatdo dos Guararapes, Paudalho, Olinda, Pedra e Sao Lourenco no Estado de
Pernambuco. Os animais foram examinados de acordo com a técnica preconizada
por Dirksen e colaboradores (1993). Os animais foram submetidos ao teste da
caneca telada para o diagnodstico da mastite clinica e ao California Mastitis Test
para o diagndéstioco da mastite subclinica. Os animais positivos a um dos testes de
diagndstico tiveram seus Uberes lavados e desinfetados para a colheita das
amostras de leite para a realizagdo do exame microbioldgico. O leite foi mantido
sob refrigeracdo em caixa isotérmica até o transporte ao laboratério para posterior
processamento.

Para o isolamento bacteriano, 0,1 mL do leite foi semeado em placas de
Petri, contendo agar base acrescido de 8% (v/v) de sangue desfibrinado de
carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24-48 horas em estufa
bacteriologica (NATIONAL MASTITIS COUNCIL, 1969). Observou-se a presenca
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de hemodlise em agar sangue, além das caracteristicas microscopicas de cada
colonia isolada foram analisadas pelo método de Gram. Realizou-se, ainda, os
testes de catalase em lamina (QUINN et al., 1994) e coagulase em tubo (SILVA et
al., 1997). Apds identificagéo, as colénias de Staphylococcus spp foram repicadas
para o caldo Brain Heart Infusion (BHI) e estocadas em criotubos contendo glicerol
na proporgao de 1:1 (v/v) e mantidas a — 20°C para posterior realizagdo dos
antibiogramas.

As amostras foram reativadas transferindo-se 0,25 mL da cultura estoque
para tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth),
agitadas e incubadas em estufa microbiolégica a 37°C por 24 horas. Apos esse
periodo foram semeadas em tubos de ensaio contendo agar Mduller Hinton e
incubadas por 24 horas a 37°C e imediatamente utilizadas para os testes de
resisténcia antimicrobiana.

Para avaliacdo do perfil de sensibilidade e resisténcia dos isolados frente
aos diferentes antibidticos (cefalotina - 30ug, gentamicina - 10ug, penicilina G -
10Ul, sulfazotrim - 25ug, tetraciclina - 30ug, neomicina - 30 pg, nitrofurantoina -
300 pg, ampicilina - 10ug, amoxicilina - 10ug, estreptomicina - 10ug, canamicina
30ug, lincomicina - 2ug e clorafenicol - 30ug), utilizou-se o teste de difusdo em
disco (National Comité Clinical Laboratory Standards - NCCLS, 2003). As
amostras foram cultivadas em Erlenmeyer contendo 50 mL do meio de cultura
TSB e foram mantidas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas. O in6culo
foi incorporado ao agar Muller Hinton e padronizado para uma absorbancia inicial
de 0,1 a 600nm no volume final das placas de Petri. Apds solidificagdo do meio de
cultura foram colocados dois discos dos antibidticos previamente selecionados por
placa e incubados a 37 °C por 48 horas. A leitura foi realizada pela medida do
didmetro dos halos (mm) com o auxilio de um paquimetro, sendo os ensaios
realizados em duplicata.

A anadlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa estatistico
Statistica 6.0 da StatSoft, Inc. utilizando o teste t de student para a verificacdo da
correlacdo entre os halos de sensibilidade apresentados pelas amostras dos

isolados de Staphylococcus spp.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 180 metades mamarias estudadas, apenas 123 apresentaram mastite,
entre as quais, em apenas 2,44% foram detectados sinais de mastite clinica.
Contreras e colaboradores (2007) em uma revisao sobre mastite em pequenos
ruminantes, relataram que a incidéncia anual de mastite clinica em pequenos
ruminantes € geralmente menor que 5%, dados que corroboram com o0s
encontrados neste trabalho.

Das 123 amostras de leite de animais com mastite subclinica, 45,84%
apresentaram duas cruzes (++) e destas apenas 6,7% foram confirmadas por
analises microbioldgicas, enquanto que 54,16% apresentaram trés cruzes e
apenas 4,2% nao foram confirmadas por analises microbioldgicas.

Resultado semelhante foi obtido no Quenia onde n&o foi observada boa
correlagcao entre CMT e bacteriolégico (NDEGWA et al., 2000). De acordo com
Winter e Baumgartner (1999), o CMT n&o € um teste especifico para as metades
mamarias que estejam infectadas, devendo outros testes de diagndsticos serem
utilizados para o controle eficaz da saude do ubere caprino, estando em
conformidade com os resultados obtidos neste trabalho.

Das 120 amostras de leite investigadas, foram isoladas 68 bactérias das
quais 45 foram identificadas como Staphylococcus spp. Das amostras de
Staphylococcus spp, 26,66% isolados foram coagulase positivos (SCP) e 73,34%
coagulase negativa (SCN). Esses achados estdo de acordo com os obtidos por
Contreras e colaboradores (1999) e Silva e colaboradores (2004) que encontraram
cerca de 60% de SCN em cabras com mastite clinica no municipio de Sobral (CE)
e Bochev e Russenova (2005) que encontraram no sudeste da Bulgaria indices de
SCN de 80,2% e SCP 19,8%, discordando daqueles encontrados por Santos e
colaboradores (2007) que obtiveram 29% de SCN em trés capris na regido da
Grande Porto Alegre — RS.

De acordo com Contreras e colaboradores (2007), as espécies do género

Staphylococcus sao os principais agentes envolvidos em todas as formas de
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mastite em cabras, confirmando os resultados aqui obtidos.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados referentes ao perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos para as amostras analisadas.

Os resultados mostraram que das amostras de Staphylococcus spp,
95,56% dos isolados foram sensiveis a cefalotina (30ug) e tetraciclina (30ug),
enquanto que 93,33 % foram para a penicilina G (10Ul). Verifica-se que os
maiores valores foram obtidos para classe de antibidticos pB-lactamicos e
macrolideos. Esses dados estdo de acordo com aqueles obtidos por Bochev e
Russenova (2005) que relataram 100% de sensibilidade a tetraciclina em mastites
em cabras do Sudeste da Bulgaria.

Se considerar o padrao de intermediarios somado ao de resistentes, nota-
se um consideravel indice de resisténcia (73,33 %) frente a estreptomicina (classe
dos aminoglicosideos). Estes dados sugerem que o uso indiscriminado deste
medicamento em caprinos, indicado ndo s6 no tratamento de mastite, mas
também como coadjuvante em outras enfermidades, podem induzir a resisténcia
nos rebanhos estudados.

Clavijo e colaboradores (2002) investigando o rebanho caprino na
Venezuela relataram que todos os isolados (Staphylococcus aureus Escherichia
coli, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Enterobacter aerogenes e
Mycoplasma sp.), apresentaram alta resisténcia aos antibiéticos testados, com
frequéncia que variou de 4,7 a 9,5%, o que é caracteristico para propriedades
onde se aplicam tratamentos antibacterianos sem o diagndstico preciso por falta
de supervisdo veterinaria. Relataram, ainda, 100% de sensibilidade para
amicacina, clorafenicol, danofloxacina, oxacilina, novobiocina, tetraciclina e
enrofloxacina, o que corroboram com os resultados encontrados nesta pesquisa,
uma vez que foram encontrados indices de 100% de sensibilidade dos isolados de
SCN a cefalotina e nitrofurantoina (Tabela 1).

Neste estudo, os isolados de SCN demonstraram maior sensibilidade frente
a cefalotina (100%), nitrofurantoina (100%), tetraciclina (96,97%), gentamicina
(96,97%), ampicilina (93,94%), sulfazotrim (90,91%), clorafenicol (90,91%),
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penicilina G (87,88%), amoxicilina (87,88%), neomicina (81,82%), canamicina
(69,70%) e lincomicina (66,67%).

Silva e colaboradores (2004) observaram indices semelhantes aos deste
trabalho quanto a sensibilidade dos SCN a tetraciclina (87,5%), oxacillina (77,5%),
tetraciclina (87,5%) e eritromicina, trimetoprim/sulfametoxazol e cefalotina (97,5%).
Exceto para a penicilina G (40%) que diverge dos dados obtidos nesta
investigacdo os quais apresentaram sensibilidade a penicillina G (87,88%), o que
sugere que os rebanhos avaliados possivelmente ndo foram submetidos a
tratamentos sucessivos utilizando esta droga. Estudos realizados por Lima-Junior
e colaboradores (1993), também demonstraram indices elevados de resisténcia a
penicillina G em rebanhos caprinos no Nordeste, 0 que pode ser explicado em
funcdo da recomendagéo dessa droga como principal agente para o tratamento de

mastite por Staphylococcus.
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Tabela 1 - Perfil da sensibilidade antimicrobiana de isolados de Staphylococcus

coagulase positivos e negativos de amostras de leite caprino com

mastite

Antimicrobianos Staphylococcus  Staphylococcus sp Staphylococcus sp
spp coagulase negativa coagulase positiva

Beta lactamicos
Cefalotina 30ug 95,56% 100% 83,33%
Penicilina G 10Ul 93,33% 87,88% 58,33%
Ampicilina 10ug 84,44% 93,94% 58,33%
Amoxicilina 10ug 82,22% 87,88% 58,33%
Tetraciclinas
Tetraciclina 30ug 95,56% 96,97% 91,67%
Aminoglicosideos
Neomicina 30 pg 82,22% 81,82% 75%
Gentamicina 10ug 80,00% 96,97% 83,33%
Estreptomicina 10ug 28,89% 24,24% 33,33%
Kanamicina 30pg 57,78% 69,70% 25%
Lincosamidas
Lincomicina 2ug 62,22% 66,67% 50%
Sulfonamidas
Sulfazotrim 25ug 88,89% 90,91% 83,33%
Outros
Clorafenicol 30ug 93,33% 90,91% 100%
Nitrofurantoina 300 pg 91,11% 100% 58,33%

Embora o uso indiscriminado dos varios antimicrobianaos disponiveis para
o tratamento da mastite tenha aumentado a resisténcia dos microrganismos a
estes medicamentos, sobretudo no Brasil, (COSTA, 1999) os dados encontrados
neste estudo apresentaram altos indices de sensibilidade e baixos indices de
resisténcia a alguns antibiéticos utilizados para o tratamento de mastite caprina,

com excegao da resposta frente a estreptomicina (73,33 %).
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CONCLUSAO

Conclui-se que os Staphylococcus coagulase negativos s&o isolados com
maior frequéncia nos casos de mastite subclinica em cabras e que é necessaéria a
realizacao de testes de sensibilidade a antimicrobianos para orientar o tratamento

e controle desta doenca na regido estudada.
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AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS VERDE
FRENTE A STAPHYLOCOCCUS SPP ISOLADOS DE MASTITE CAPRINA

EVALUATION OF GREEN PROPOLIS ANTIMICROBIAL ACTIVITY AGAINST
STAPHYLOCOCCUS SPP ISOLATED FROM GOATS’ MASTITIS

RESUMO

Com o objetivo de avaliar o perfil de sensibilidade a propolis verde in vitro de
bactérias isoladas do leite de cabras com mastite clinica e subclinica, foram
estudados 262 animais procedentes de diferentes propriedades de 08
municipios do estado de Pernambuco. Amostras do leite dos animais com
mastite foram colhidas para isolamento dos microrganismos envolvidos em
agar base enriquecido com 8% (v/v) de sangue desfibrinado de carneiro.
Provas bioquimicas foram utilizadas na identificacdo das amostras. Os testes
de sensibilidade as fragcdes de prépolis foram realizados pela técnica de
difusdo em discos utilizando agar Muller Hinton, na qual o inéculo bacteriano é
obtido conforme preconiza o NCCLS (National Comité Clinical Laboratory
Standards). As fragcbes etandlicas e aquosas dos extratos de propolis verde
foram cedidas pela Néctar-Farmacéutica®. Foi utilizado o método de diluicdo
para determinagcdo da concentracido inibitéria minima — CIM e os efeitos
bactericida e bacteriostatico. Foram isoladas 45 amostras de Staphylococcus
spp das quais 26,66% foram coagulase positiva (SCP) e 73,33% coagulase
negativa (SCN), que apresentaram sensibilidade para fragbes aquosa e
etandlica com valores dos halos de inibicdo que variaram de 6-25mm, e
quando comparados entre si observou-se diferenga significativa entre os
valores dos halos (p < 0,01). A concentracao inibitéria minima foi de 100
mg/mL para as fragdes alcoodlica e etandlica quando utilizou-se uma amostra
Staphylococcus sp coagulase positivo e duas Staphylococcus sp coagulase
negativo, apresentando efeito bactericida em todas as concentragdes testadas.

A partir dos resultados obtidos in vitro, a propolis verde apresentou-se como
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uma alternativa para o tratamento de mastite caprina, devido as caracteristicas
de sensibilidade e efeito bactericida frente aos isolados de mastite caprina

analisados.

Palavras-chave: atividade antimicrobiana; leite de cabra; mastite; propolis;

Staphylococcus spp.
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ABSTRACT

With the objective of evaluating the sensibility profile to the propolis green in vitro
of isolated bacterian of the milk of goats with clinical mastitis and subclinical, 262
animals coming from different properties of eight districts of the state of
Pernambuco were studied. Samples of the milk of the animals with mastitis were
picked for isolation of the microrganisms involved in agar base enriched with 8%
(v/v) of blood sheep desfibrinated. Proofs biochemistries were used in the
identification of the samples. The sensibility tests to the propolis fractions were
accomplished by the diffusion technique in disks using Muller Hinton agar, in which
the bacterial indculo is obtained as it extols NCCLS (National Comite Clinical
Laboratory Standards). The fractions etanoils and aqueous of the extracts of green
propolis they were given up by the Nectar-Farmacéutica®. The dilution method
was used for determination of the concentration minimum inibitorie - CIM and the
effects bactericide and bacteriosthatic. They were isolated 45 samples of
Staphylococcus spp of the which 26.66% were positive coagulase (SCP) and
73.33% negative coagulase (SCN), that they presented sensibility for aqueous
fractions and etandlica with values of the inhibition halos that varied of 6-25mm,
and when compared to each other it was observed it differentiates significant
among the values of the halos (p <0.01). The Minimum Inhibitory Concentration
(MIC) went of 100 mg/mL to the alcoholic fractions and etanolic when a sample
was used Staphylococcus sp positive coagulase and two Staphylococcus sp
negative coagulase, presenting bactericidal effect in all the tested concentrations.
Starting from the results obtained in vitro, the green propolis came as an
alternative for the treatment of goat mastitis, due to the sensibility characteristics

and effect bactericidal front to the isolated of goat mastitis analyzed.

Word-key: antimicrobial activity; goat milk; mastitis; propolis; Staphylococcus spp.



71

1. INTRODUGCAO

O leite € um excelente meio para crescimento e suporte de agentes
potencialmente patogénicos ao homem, podendo ser originarios de contaminagao
pos-ordenha ou de infecgdes do proprio animal, como a mastite (NICOLETTI,
1987).

Mota e colaboradores (2000) definem mastite como sendo a inflamagao
total ou parcial da glandula mamaria causada pela presenga de um ou mais
microrganismos patogénicos, podendo apresentar-se nas formas subclinica ou
clinica. No Brasil, a prevaléncia da mastite em caprinos tem variado entre 22 e
75%. Na regiédo nordeste, sinais clinicos de mastite em cabras foram relatados em
51,2% dos rebanhos (PINHEIRO et al., 2000); enquanto na regido sul 30,8% de
metades mamarias caprinas avaliadas, foram positivas para mastite subclinica
(MURICY, 2003).

A mastite sub-clinica s6 é detectada através de analise do leite (LUQUET,
1985) e tem grande impacto na produtividade dos rebanhos leiteiros (PHILPOT e
NICKERSON, 1991), podendo reduzir em 5 a 20% a producdo de leite
(CREMOUX e MENARD, 1996).

O Staphyloccocus aureus € um dos agentes patogénicos mais comuns em
todas as formas de mastite caprina, apresentando uma prevaléncia que varia de
5,6-17,0% (WHITE e HINCKLEY,1999), e dados relatados por Silva et al. (2004)
no estado do Ceara, demonstraram que em mastites caprinas subclinicas este
percentual é de 37%.

O tratamento antibiotico € uma das alternativas recomendadas a fim de
reduzir a infeccado intramamaria e, consequentemente, a prevaléncia da mastite no
rebanho (BRITO e BRITO, 1998). Entretanto o uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos para o tratamento da mastite ou de qualquer outra infeccdo pode
gerar um aumento do nivel de resisténcia de muitos microrganismos a estas
drogas (CONTRERAS et al., 1999).



72

Os produtos apicolas vém sendo utilizados na terapia de varias doencas,
com a finalidade de alcangar maior eficiéncia, menor toxicidade e menores efeitos
colaterais (MARCUCCI, 1995).

A composicdo de uma propolis € determinada principalmente pelas
caracteristicas fitogeograficas existentes ao redor da colméia (KUMAZAWA et al.,
2004), sua origem geografica, concentracao relativa de seus constituintes, periodo
de coleta e variedades de abelhas Apis mellifera (SOUSA e BASTOS, 1999).

A prépolis € composta em média por 55% de resinas e balsamos, 30% de
ceras, 10% de Oleos volateis e 5% de polen (GRANGE e DAVEY, 1990). Estudos
revelaram que a composigdo quimica € complexa, contendo mais de 160
componentes (SEIXAS et al., 2000; SOARES et al., 2000), dentre os quais podem
ser citados os flavondides, chalconas, acido benzoico e derivados, benzaldeidos,
alcoois, cetonas, fendlicos, heteroaromaticos, alcool cindmicos e derivados, acido
caféico e derivados, acidos diterpenos e triterpenos, minerais, proteinas,
vitaminas B1, B2, B6, C, E, bem como diversos minerais
(BANKOVA et al.,, 2000; SOARES et al., 2000; SAHINLER e KAFTANOGLU,
2005).

Estudos mostraram que componentes individuais da propolis como os
flavondides sdo responsaveis pelas atividades antiinflamatéria e antimicrobiana
(ALENCAR et al., 2005).

De acordo com Levy (1999), a atividade da propolis vem sendo comprovada
contra um numero cada vez maior de microrganismos e seu mecanismo de agéo é
complexo, ndo podendo ser feita uma simples analogia com a agao de alguns
antibioticos classicos.

Segundo Mirzoeva e colaboradores (1997), o efeito bactericida do extrato
etandlico de propolis é causado pela presenga de muitos ingredientes ativos e
labeis. Esta atividade foi espécie dependente, sendo mais efetivo contra bactérias
Gram positivas e algumas Gram negativas.

Meresta e Meresta (1985) examinaram a sensibilidade de 75 cepas
bacterianas ao extrato de propolis. Dessas, 69 foram identificadas como

Staphylococcus spp exibindo uma elevada sensibilidade para este apiterapico.
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O primeiro relato da utilizacdo de propolis no tratamento da mastite foi em
bovinos em 1980, sendo realizado pelos pesquisadores Mirolyubov & Barskov
(1980).

A prépolis revela-se como uma alternativa natural de tratamento das
mastites infecciosas, uma vez que varios trabalhos cientificos destacam a sua
atividade antibacteriana in vitro (SANTOS et al., 2002; GAREDEW et al., 2004;
ORSI et al., 2005).

Objetivou-se com este estudo avaliar a atividade antimicrobiana in vitro da
prépolis verde frente a Staphylococcus spp isolados de leite de cabras com

mastite de propriedades de oito municipios no Estado de Pernambuco.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Selegao dos Animais

Foram avaliadas 262 cabras em lactacédo, de racas puras e mesticas, em
diferentes fases de lactagao, primiparas e multiparas oriundas de 19 propriedades
localizadas nos Municipios de Arcoverde, Brejo da Madre de Deus, Garanhuns
Jaboatdo dos Guararapes, Paudalho, Olinda, Pedra e Sao Lourencgo no Estado de
Pernambuco. Os animais foram examinados de acordo com a técnica preconizada
por Dirksen e colaboradores (1993), apds a avaliacdo foram selecionados 90
animais. Apos a selegao foi realizada prévia lavagem do ubere com agua e sabéo,
secagem com papel toalha e anti-sepsia do éstio do teto com alcool iodado.

As amostras de leite (20 mL) foram colhidas em frascos esterilizados dos
animais com mastite clinica positivo ao teste da caneca telada e das cabras com
diagndstico presuntivo de mastite subclinica ao California Mastitis Tests (CMT). O
leite foi mantido sob refrigeragdo em caixa isotérmica até o transporte ao
laboratério para posterior processamento. As amostras foram processadas no
Laboratério de Doencgas Infecto-contagiosas da Universidade Federal Rural de
Pernambuco e Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami-LIKA da Universidade

Federal de Pernambuco.

2.2 Isolamento e identificagao

Para o isolamento dos microrganismos, 0,1 mL do leite foi semeado em
agar base acrescido de 8% (v/v) de sangue desfibrinado de carneiro. As placas
foram incubadas a 37°C por 24-48 horas em estufa bacterioldgica (National
Mastitis Council, 1969). Foram observadas a presenca de hemdlise em agar
sangue além das caracteristicas microscépicas de cada colénia isolada pelo
método de Gram, como também, foram realizados os testes de catalase em
ldmina (QUINN et al., 1994) e coagulase em tubo (SILVA et al., 1997). Apds a

identificacao, as colbnias de Stapylococcus spp foram repicadas para o caldo BHI
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(Brain Heart Infusion) e estocadas em criotubos contendo glicerol na proporg¢ao de
1:1m/v e mantidas a — 20 °C para posterior realizagao dos testes in vitro.

As amostras foram reativadas transferindo-se 0,25 mL da cultura estoque
para tubos de ensaio contendo 10mL de meio de cultura TSB (Tryptic Soy Broth),
agitadas e incubadas em estufa microbiolégica a 37°C por 24 horas. Apos esse
periodo foram semeadas em tubos de ensaio contendo agar Mueller Hinton e
incubadas por 24 horas a 37 °C e imediatamente utilizada para os testes de

resisténcia antimicrobiana.

2.3 Preparo das solugdes contendo propolis verde

A propolis verde utilizada neste trabalho foi cedida gentilmente pelo
Laboratério Néctar Pharmaceutica®- Belo Horizonte — MG.

Foram preparadas 5 diluicbes a partir de solugdo de prépolis aquosa lote
EPAQ 290606 (15%m/v) e etandlica lote 260606 (15%m/v) nas seguintes
proporcoes: 1:2, 1:4,1:8, 1:16 e 1:32 m/v.

2.4 Teste de atividade antimicrobiana da proépolis verde

Os testes de atividade antimicrobiana da propolis verde foram realizados
pelo método de difusdo em discos conforme descrito pelo NCCLS (2003). Os
discos de papel de filtro (Whatman n. 01) de 6 mm de didmetro esterilizados foram
embebidos com 15 ul das diferentes diluigdes da solugdo de propolis aquosa e
etandlica. As amostras de Staphylococcus spp foram cultivadas em Erlenmeyer
contendo 50 mL do caldo triptico de soja (Tryptic Soy Broth - TSB) e foram
mantidas em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 horas.

O indculo foi incorporado ao agar Miller Hinton e padronizado para uma
absorbancia inicial de 0,1 a 600nm no volume final das placas de Petri. Apds
solidificacdo do meio de cultura foram colocados 3 discos por placa, embebidos
com as diversas diluicoes dos extratos de prépolis verde aquoso e etandlico e sem

diluicdo, incubados a 37 °C por 48 horas.
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A leitura foi realizada pela medida do didmetro dos halos (mm) dos discos
com o auxilio de um paquimetro em 24 e 48 horas. A inibicdo foi indicada pela
presenca de halo em volta do disco, onde ndo havia crescimento bacteriano
visivel. Os controles foram feitos com discos embebidos com etanol e agua
destilada esterilizada no mesmo volume que foi utilizado para as demais fracoes

de prépolis verde.
2.5 Determinagao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Para determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) foi utilizado o
protocolo descrito pelo National Comité Clinical Laboratory Standards - NCCLS
(2003). As solugdes estoques (300mg/mL) foram preparadas a partir do extrato
seco de propolis (Néctar Pharmaceutica® PROPOCAPS®) dissolvidos em alcool
etilico para a fragao etandlica e agua destilada esterilizada para a fragdo aquosa.
Foram utilizados tubos de ensaio contendo caldo TSB esterilizado onde foram
adicionados volumes especificos das solucbes estoques de modo a obter as
seguintes concentragdes: 200mg/mL, 180mg/mL, 170mg/mL, 150mg/mL,
140mg/mL, 130mg/mL, 120mg/mL e 100mg/mL, para um volume final de 10mL.
Culturas de Staphylococcus spp incubadas por 24 horas a 37°C em caldo TSB,
que apresentaram maior diametro de halo nos ensaios de atividade
antimicrobiana, foram inoculados de modo a obter uma absorbancia a 600nm de
0,1 e adicionadas a cada tubo de ensaio nas diferentes concentragdes de propolis
verde. Os ensaios foram realizados em ftriplicata e o controle foi feito pelo cultivo
dos isolados bacterianos em tubos de ensaio contendo caldo TSB sem a propolis.

A CIM foi definida como a menor concentracédo de prépolis verde que inibiu
completamente o crescimento bacteriano. O efeito bactericida foi considerado pela
nao turvacdo do meio de cultura nos tubos de ensaio e nao crescimento
bacteriano apds inoculagdo em placas de Petri contendo agar Mduller Hinton
enquanto que o efeito bacteriostatico foi definido para aquelas concentragcbes que
macroscopicamente ndo apresentavam turvacdo do meio de cultura, mas

crescimento apds cultivo em agar Muller Hinton.
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2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa estatistico

Statistica 6.0 da StatSoft, Inc. avaliados pelo teste t de Student onde p < 0,01.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 123 amostras de leite estudadas foram isoladas 68 bactérias das quais
45 (66,2%) foram identificadas como Staphylococcus spp. Das amostras de
Staphylococcus spp, 26,7% dos isolados foram coagulase positivos (SCP) e
73,3% coagulase negativa (SCN). Esses achados estdo de acordo com os obtidos
por Silva e colaboradores (2004) que encontraram cerca de 60% de SCN em
cabras com mastite clinica no municipio de Sobral - CE e Bochev e Russenova
(2005) que encontraram no sudeste da Bulgaria indices de SCN (80,2%) e SCP
(19,8%), respectivamente, discordando daqueles encontrados por Santos et al.
(2007) que obtiveram 29% de SCN em trés capris na regido da Grande Porto
Alegre — RS.

De acordo com Contreras e colaboradores (2007) as espécies do género
Staphylococcus sao os principais agentes etioldgicos envolvidos em todas as
formas de mastite em cabras, confirmando os resultados obtidos neste estudo.

Os resutados da atividade antimicrobiana da prépolis verde (fracdo aquosa

e etandlica) frente as amostras de Staphylococcus spp de leite de cabras com

mastite estdo apresentados nas figuras 2 ,3 e 4.
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Figura 3: Atividade antimicrobiana (halos de inibigdo) da frag&do alcodlica ( ¢ )

e aquosa (")da propolis verde (diluicdo 1:2 m/v) frente aos isolados
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de Staphylococcus spp de mastite caprina de rebanhos de 08

municipios do Estado de Pernambuco

senssibilidade (mm)

Tamanho dos halos de

0 I L L L L L L L L L L T e e e e e e B
1 3 5 7 9 1113151719 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45

Isolados de Staphylococcus spp.

Figura 4: Atividade antimicrobiana (halos de inibigdo) da fragao alcodlica ( ¢ ) e

aquosa ( "™ )da prépolis verde (diluigdo 1:4m/v) frente aos isolados

de Staphylococcus spp de mastite caprina de rebanhos de 08

municipios do Estado de Pernambuco

Todos os isolados de Staphylococcus spp recuperados das cabras com
mastite foram sensiveis aos extratos aquoso e etandlico de prépolis verde sem
diluicdo (15% m/v) e nas diluicbes de 1:2 e 1:4 m/v.

Estes dados estdo de acordo com os apresentados por Vargas e
colaboradores (2004) que testaram o extrato de prépolis obtidos de apiarios
comerciais da regido de Santa Maria—RS a uma concentragcéo de 50% (m/v) em
alcool etilico 96°GL, obtendo 97,83% de eficacia frente aos isolados de
Staphylococcus sp provenientes da bacterioteca do laboratério de Bacteriologia do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de
Santa Maria. Diverge dos resultados apresentados por Pinto e colaboradores
(2001), que relataramque o extrato aquoso (10% p/v) de prépolis verde produzido

por sistema CPI © (Coletor de Propolis Inteligente) ndo exerceu nenhum efeito
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antimicrobiano in vitro frente as amostras de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus sp. coagulase negativos, isolados de leite de vaca com mastite da
Zona da Mata de Minas Gerais, atribuindo a nao solubilizagdo pela agua, dos
componentes ativos com capacidade antibacteriana da prépolis verde, por esta
ser de alta polaridade. A diferenca entre os dados encontrados deve-se
possivelmente a concentracédo utilizada, uma vez que o mesmo autor relata ter
havido atividade antibacteriana na fragdo etandlica de mesma concentragao (10%
p/v).

Os didmetros médios dos halos de inibicdo do crescimento de
Staphylococcus sp coagulase positivo (SCP) ao extrato etandlico de propolis verde
(15 % ml/v) variaram de 7 a 23 mm com meédia 15 mm enquanto que para os
Staphylococcus sp coagulase negativo (SCN) variaram de 6 a 25 mm com média
15,5 mm de didmetro

Brunfitt e colaboradores (1990) testando a atividade antimicrobiana de
extrato etandlico de prépolis verde na concentragdo de 10% (m/v) conseguiram
halos de inibicdo de crescimento do Staphylococcus aureus que variaram entre 7
e 14 mm (média 13mm) enquanto que Pinto e colaboradores (2001) encontraram
halos que variaram de 8,66 a 11,16mm, apresentando, estes ultimos, menores
que as observadas neste trabalho. De Paula e colaboradores (2006), testando
propolis verde na concentragao de 20% (m/v) obtidos da Néctar Pharmaceutica®,
frente a 16 microrganismos patogénicos da cavidade oral, obtiveram halos de
inibicdo de crescimento do Staphylococcus aureus de 16,3 mm de didmetroem
meédia estando estes achados muito proximos aos obtidos neste estudo. Estes
dados vém ratificar a importancia quanto a concentragdo, ao local de obtencao e
as peculiaridades de cada proépolis.

Observou-se que 100% das amostras foram susceptiveis as fragdes
etandlica e aquosa para uma concentracao final de 100mg/mL corroborando com
a encontrada por Santos e colaboradores (2002) que encontraram uma
concentragdo minima inibitéria que variou de 0,064 a 102,4mg/mL para 9
microrganismos anaeroébicos frente a fragdes de extrato aquoso-etandlico de

prépolis do Estado de Minas Gerais.
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Comparando os halos encontrados entre os tratamentos com as solucdes de
prépolis, observou-se que estes valores nao possuem diferenga significativa
quando avaliados pelo teste t de Student onde p < 0,01.

Em trabalho realizado in vitro com bactérias isoladas do leite de vacas com
mastite, Pinto (2001) relatou que os extratos etandlicos de prépolis inibiram o
crescimento das amostras de bactérias Gram positivas, corroborando com os
dados obtidos nesta pesquisa, uma vez que em todas as concentracdes testadas
(100, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180,190 e 200 mg/mL) foi observado efeito

bactericida frente aos isolados de Staphylococcus spp.

4. CONCLUSOES

A atividade antimicrobiana da propolis verde observada neste estudo abre
perspectivas, no sentido de se desenvolver um apiterapico eficaz e de baixo custo,

para o tratamento e controle das mastites caprinas causadas por Staphylococcus

Spp.
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