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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme da
prépolis vermelha e da resina de Amburana Cearensis sobre SCP causadores de
mastite subclinica, isolados de amostras de leite bovino provenientes de rebanhos
das Bacias Leiteiras dos Estados de Alagoas e Pernambuco. Foram selecionadas 14
propriedades, sendo 10 situadas em municipios da bacia leiteira do Estado de
Alagoas e 4 em municipios da bacia leiteira do Estado de Pernambuco, que
forneciam leite para laticinio sob inspecéo federal. Foi realizado o teste CMT em
1405 vacas e coletadas as amostras CMT positivo a partir de 2+, totalizando 1289
amostras submetidas ao exame microbiolégico para isolamento e identificacdo de
SCP, totalizando 179 isolados. SCP foram submetidos ao teste de sensibilidade ao
antibiotico padrdo (Oxacilina), pelo método de difusdo em disco e os isolados
resistentes, foram submetidos ao teste de aderéncia em microplacas para
qguantificacdo do biofilme. Nos isolados de SCP, classificados como fortes e
moderado formadores de biofilme, foi realizada a pesquisa dos genes nuc, blaZz,
mecA, mecC, icaA e icaD e avaliou-se a atividade antimicrobiana e antibiofilme da
prépolis vermelha e da resina de Amburana Cearenses pelo método de microdiluicdo
em caldo, sendo realizada a determinacdo das Concentracdes Inibitoria (CIM) e
Bactericida (CBM) das substancias e a acédo antibiofiime. Os valores de CIM
variaram de 3,125 até 781,25 ug/mL para a propolis vermelha e de 195,31 até
390,62 pg/mL para a resina de umburana. A prépolis vermelha apresentou uma
CBM variando de 3,125 até 1.565,50 ug/mL, enquanto a CBM para a resina de
umburana variou de 195,31 até 781,25 ug/mL. As duas substancias também
apresentaram eficacia na reducao do biofilme em formacé&o e consolidado, sugerindo
uma acdo promissora dessas substancias contra essa estrutura de resisténcia
microbiana e sendo uma possivel alternativa a futura utilizacdo das mesmas como
drogas com acg&o antimicrobiana.

Palavras chave: Staphylococcus aureus, biofilmes, resisténcia.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of
red propolis and Amburana Cearensis resin on SCP that cause subclinical mastitis,
isolated from bovine milk samples from dairy herds in the states of Alagoas and
Pernambuco. Fourteen properties were selected, 10 located in municipalities in the
dairy basin of the State of Alagoas and 4 in municipalities in the dairy basin of the
State of Pernambuco, which supplied milk for dairy under federal inspection. The
CMT test was performed in 1405 cows and positive CMT samples from 2+ were
collected, totaling 1289 samples submitted to microbiological examination for SCP
isolation and identification, totaling 179 isolates. SCP were submitted to the standard
antibiotic (Oxacillin) sensitivity test, by the disk diffusion method and the resistant
isolates were submitted to the microplate adhesion test to quantify the biofilm. In the
SCP isolates, classified as strong and moderate biofilm formers, the search for nuc,
blaZ, mecA, mecC, icaA and icaD genes was carried out and the antimicrobial and
antibiofilm activity of red propolis and Amburana Cearenses resin was evaluated by
microdilution method in broth, being carried out the determination of Inhibitory
Concentrations (MIC) and Bactericidal (CBM) of the substances and the antibiofilm
action. MIC values ranged from 3.125 to 781.25 pg/mL for red propolis and from
195.31 to 390.62 pg/mL for umburana resin. The red propolis presented a CBM
ranging from 3,125 to 1,565.50 ug/mL, while the CBM for the umburan resin ranged
from 195.31 to 781.25 pg/mL. Both substances were also effective in reducing the
formation and consolidation of biofilms, suggesting a promising action of these
substances against this structure of microbial resistance and being a possible
alternative for their future use as drugs with antimicrobial action.

Key words: Staphylococcus aureus, biofilms, resistance.
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1. INTRODUCAO

A mastite € uma inflamacao na glandula mamaria capaz de causar prejuizos a
producéo e industrializagéo do leite, por reduzir sua qualidade e quantidade (SAEKI
et al., 2011). Essa enfermidade é considerada uma das principais causas para a
adocao de terapias antimicrobianas em bovinos leiteiros (KALIWAL et al., 2011). O
uso inadequado dessas substancias representa uma ameaca a saude publica, em
func@o do risco de residuos no leite e, principalmente, pela sele¢cdo de isolados
bacterianos resistentes (VERMELHO et al., 2007; ACOSTA et al., 2016; LANGONI
et al., 2017).

Embora possa ser ocasionada por inumeros patdégenos, Staphylococcus spp.
constitui o principal género bacteriano associado a etiologia de mastite nos rebanhos
do Brasil e do mundo (WHIST et al., 2009; LOPES et al., 2014). Sendo as bactérias
SCP, em especial S. aureus, reconhecido como o principal patégeno da mastite
bovina, com elevadas prevalencias (ZAFALON et al., 2008; SANTANA et al., 2010;
PINTO et al., 2011). A viruléncia desse micro-organismo depende da producéo de
exotoxinas, proteinas de superficie e polissacarideos extracelulares (MELO,2008). A
habilidade de aderéncia ao epitélio da glandula mamaria associada a producéo de
biofiilme & uma capacidade reconhecida como uma vantagem fisiolégica na sua
possivel atuacdo como agente etiolégico (MELO, 2008; MEIRA, 2011).

O biofilme consiste em uma matriz constituida por micro-organismos,
substancias poliméricas extracelulares, particulas retidas e substancias dissolvidas e
absorvidas. (CHAGAS et al., 2015). E um tipo de organizacdo extremamente
vantajosa aos micro-organismos por fornecer protecao contra condicdes de estresse,
como: desidratacdo, colonizacdo por bacteriofagos e resisténcia a antimicrobianos
(GILBERT et al., 2003; MELO et al., 2012). Essa estrutura permite a sobrevivéncia
da bactéria no ambiente por longos periodos e impede a acdo de antibioticos e
desinfetantes TREMBLAY et al., 2013), através da baixa difusdo dessas substancias
na matriz e a baixa atividade metabdlica das bactérias dentro dos biofilmes (MELO
et al., 2012).

A selecdo de micro-organismos resistentes e produtores de biofilme nas

terapias antimicrobianas convencionais tem fomentado o desenvolvimento de novas
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abordagens terapéuticas. Estudos envolvendo substancias naturais tém sido
desenvolvidos no contexto de potencializacdo da sensibilidade, bem como para
inibicdo da formacdo de biofilme (LEWIS, 2013). Esses produtos estdo ganhando
cada vez mais espaco por apresentarem facil aplicacdo, menor custo, acéo
bactericida e bacteriostatica (MATHEWS; BINNINGTON, 2002). Além disso, 0s
produtos naturais mostram-se promissores fontes de moléculas bioativas, sendo
consideradas fortes candidatas a serem utilizadas na terapéutica (FERNANDES,
2017). Dentre essas substancias € possivel citar a propolis vermelha e Amburana
cearensis.

A propolis € um composto resinoso elaborado por abelhas meliferas que
contém mais de 300 elementos (KHALIL, 2006). A prépolis vermelha foi identificada
na regido nordeste brasileira, e apresenta varias acdes terapéuticas, como:
antibacteriana (CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011), antifungica (SIQUEIRA et
al., 2009), anti-inflamatéria (BARRETO, 2008; CAMPOS et al., 2015) e antioxidante
(CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011). Enquanto a A. cearensis, uma planta
arborea amplamente distribuida no Nordeste brasileiro, cujas partes tem apreciaveis
propriedades terapéuticas na medicina popular, apresentando atividade anti-
inflamatoria, analgésica, antiespasmodica e broncodilatadora (ALMEIDA et al.,
2010).

Diante do exposto, destaca-se a importancia do uso de terapias baseadas em
produtos naturais, no tratamento de doencas infeciosas, através da descoberta de

substancias de interesse terapéutico presentes na biodiversidade local.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastite Bovina

Mastite € um processo inflamatério do ubere do animal, com casos em todos
0os paises do mundo, em decorréncia da agressdo da glandula mamaria por
diferentes agentes, como microrganismos, traumas fisicos e substancias quimicas
irritantes (SILVA; MOTA, 2019). A identificacdo dos micro-organismos que causam a
afeccdo da glandula mamaéria torna-se necessaria, seja para o controle e prevencao,
como também, para o monitoramento de rebanhos (RIBEIRO et al., 2003). Sua
prevaléncia esta relacionada com o manejo sanitario dos animais e da ordenha, e
trata-se de um entrave para a producdo leiteira, repercutindo negativamente no que
se refere a qualidade do leite, prejuizos econémicos e problemas de saude publica
(LANGONI et al., 2017).

A mastite bovina é considerada a doenca que causa grandes prejuizos
econdmicos a producdo leiteira (RIBEIRO et al., 2003). As perdas ocasionadas pela
mastite, incluem os gastos com diagnostico microbiolégico, medicamentos, mao de
obra, descarte de leite, reducdo da producdo de leite em razdo da mastite clinica e
subclinica, descarte do animal ou perda do quarto mamario, risco de transmissao da
infeccdo para outras vacas, além do risco de veiculacédo de patdgenos aos alimentos
(SANTOS et al., 2010; KEFEE, 2012; GOMES; HENRIQUES, 20186).

No rebanho brasileiro, a estimativa da prevaléncia da doenca € de 20 a 38%,
0 que pode representar uma perda de 12 a 15% da producdo (EMBRAPA, 2016).
Santos e Fonseca (2007) dividem a porcentagem do prejuizo causado pela mastite
em um rebanho, como sendo 8% atribuido a gastos com tratamento, 8% com
descarte de leite, 14 % com morte ou descarte prematuro e 70% com a reducédo da
producdo de leite. Os trés primeiros sdo imputados a casos de mastite clinica e o
altimo a casos de mastite subclinica. Lopes et al. (2012), ao estudarem o impacto
econdbmico da mastite em rebanhos bovinos leiteiros, estimaram que o impacto
econdmico anual da mastite foi de R$ 72.784,74; R$ 160.481,82 e R$ 277.411,25,

para frequéncias meédias anuais de 1, 7 e 15%, respectivamente.
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A instauracdo inflamatéria na mastite objetiva-se em expurgar micro-
organismos infecciosos, neutralizar toxinas, contribuir na reparagdo do tecido
afetado e reestabeler funcdes fisioldgicas da glandula mamaria. A intensidade do
processo inflamatério varia dependendo da forma como o Ubere reage frente a
fonte de irritacdo, podendo ocorrer de forma subaguda, aguda, superaguda ou
cronica (PHILPOT; NICKERSON, 2000; LADEIRA, 2007; MASSEI et al., 2008).
Isso acontece em decorréncia da interacdo de fatores relacionados ao animal,
patdgeno e ambiente. Podendo ser, de origem todxica, traumatica, alérgica,
metabolica e infecciosa, sendo as causas infecciosas as principais, evidenciando
as de origem bacteriana, responsaveis por aproximadamente 90% dos casos
(PHILPOT; NICKERSON, 1991; BRITO, 2000; FREITAS et al., 2005).

Na mastite, 0s micro-organismos invadem o canal do teto e glandula
mamaria, se multiplicam, causam lesdo no tecido secretor de leite, produzem
toxinas, e ocasionam trauma e irritacdo proveniente de agentes quimicos. Esse
guadro causa um aumento no numero de leucaocitos, ou células somaticas noleite,
reduzindo sua quantidade e afetando negativamente a qualidade do leite e dos
subprodutos (KULKARNI; KALIWAL, 2013).

A enfermidade apresenta-se de duas formas, podendo ser classificada como
clinica ou subclinica. Na forma clinica, ocorrem alteragcdes macroscépicas do leite,
com flocos de pus e leite com aspecto mais aquoso, além dos sinais clinicos tipicos
de inflamacdo que podem ser observados. A mastite subclinica apresenta
prevaléncia elevada, sendo a responsavel pelas maiores perdas na industria leiteira
(ACOSTA et al., 2016). Ela caracteriza-se por apresentar alteracdes na composicao
do leite, tais como aumento no namero de células soméaticas e na concentracdo dos
teores de sddio, além da diminui¢&o nos teores de caseina, lactose e gordura (SA et
al., 2018).

Os agentes causadores da mastite bovina sdo divididos como: contagiosos
(Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Corynebacterium bovis e
Mycoplasmas bovis); patégenos ambientais (Streptococcus uberis, Streptococcus
dysgalactiae, Escherichia coli, Klebsiella spp., Citrobacter spp., Enterobacter spp. e
Pseudomonas spp.); patdgenos secundarios ou menores (Staphylococcus coagulase
negativa - SCN); e patdogenos incomuns (Arcanobacterium pyogenes, Nocardia spp.,
Pasteurella spp., Mycobacterium bovis, Bacillus cereus, Serratia marcescens,

algumas espécies de bactérias anaeroObias, fungos filamentosos e leveduras)
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(MENDONGCA et al, 1999; RADOSTITIS et al, 2002; QUINN et al., 2005;
ANDRADE, 2006; BUITENHUIS et al., 2011).

As mastites causadas por S. aureus, principal espécie de Sthaphylococcus
Coagulase Positiva (SCP), sao prevalentes mundialmente (STANFORD et al., 2006),
e esse agente é reconhecido como um dos principal patégenos da mastite bovina
(ZAFALON et al., 2008).

Tanto as mastites subclinicas como clinicas podem ser classificadas como
contagiosa e ambiental. No primeiro caso, causada por patdogenos que sao
encontrados na pele e mucosas dos animais, enquanto no segundo, por patdégenos
encontrados principalmente noambiente onde os animais sdo mantidos, incluindo-se
todas as instalacées de manejo (LANGONI, 2013). Micro-organismos contagiosos
sdo comumente encontrados no Ubere ou superficie do teto de vacas infectadas e
sao a principal fonte de infeccdo entre os quartos nao infectados e infectados do
Ubere (SA et al., 2018).

O principal ponto de propagacdo dos agentes contagiosos é o Ubere de um
animal infectado, o contagio ocorre entre as vacas ou entre 0S guartos mamarios
durante a ordenha por meio de equipamentos contaminados, maos dos
ordenhadores, ou panos compartilhados. Neste caso, as mastites tendem a persistir
na glandula mamaria mostrando-se na forma subclinica com episddios clinicos
intermitentes. A origem dos agentes ambientais € o proprio local onde a vaca vive e
a mastite ambiental, exibe-se mais na forma clinica que subclinica; sendo
caracterizada como uma infecgdo curta, resultando em queda brusca da producéo
de leite, e até mesmo, a morte da vaca (SANTOS; TOMAZI, 2012).

2.2 Diagnostico da Mastite

A analise microbioldgica é considerada o método laboratorial padrao para o
diagnéstico da mastite bovina e seu principal objetivo é possibilitar resultados
seguros de forma que permitam a acdo de medidas proprias de controle,
direcionadas para o ambiente ou para a higiene da ordenha que possam ser
indicadas de acordo com o padrao de infec¢cdo encontrado (BRITO et al., 1999). O
conhecimento do agente causador da mastite é extremamente importante, para o

controle da mastite, e consequentemente, para a tomada de decisdes no rebanho,
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no que se refere a recomendacgdes de tratamento e descarte (FONSECA; SANTOS,
2001).

O diagnostico da mastite clinica pode ser feito através de exame clinico
criterioso da glandula mamaria, que identifica os sinais clinicos da enfermidade e/ou
através do uso da caneca de fundo preto ou caneca telada antes de cada ordenha,
onde s&o desprezados o0s primeiros jatos e visualizam-se as alteracdes
macroscopicas do leite (RIBEIRO et al., 2003; DIAS, 2007; SA et al., 2018).

Na forma subclinica ndo ocorrem mudancas visiveis no aspecto do leite ou do
Ubere, mas sim uma infeccdo assintomatica, caracterizada principalmente por
mudancas na composicdo do leite. A auséncia de sinais clinicos da mastite
subclinica relaciona-se diretamente com a alta prevaléncia dessa doenca nos
rebanhos leiteiros (SILVA, 2016). No diagnostico da mastite subclinica, é observado
se houve um aumento na Contagem de Células Sométicas (CSS) no leite (DURR,
2012) e existem varias maneiras de se estimar ou de efetivamente conta-las.

O procedimento mais utilizado para o diagndstico da mastite subclinica € o
California Mastitis Test (CMT), desenvolvido por Schalm e Noorlander (1957). Por
sua praticidade e preco muito acessivél, ainda, pode ser realizado ao lado dos
animais, e seus resultados sdo imediatos. O exame do CMT baseia-se na
observacéo visual da mistura do leite com o reagente. A reag&do se processa entre 0
reagente e o material genético das células somaticas presentes no leite, formando
um gel cuja concentracao é proporcional ao numero de células soméaticas (BRITO et
al., 2002; MELO, 2008). O reagente de CMT é um detergente com indicador de pH,
que ao ser misturado ao leite em partes iguais dissolve as paredes celulares

()

nucleares dos leucdcitos presentes, liberando o material nuclear. O resultado é
avaliado em funcéo do grau de gelatinizacdo ou viscosidade da mistura do leite e
reagente, sendo realizado em bandeja apropriada (AIRES, 2010). A classificacdo é
baseada em cinco escores que sao: negativo, traco, leve (+), moderada (++) e
severa (+++) (RIBEIRO et al., 2003). O ponto negativo do CMT é que ele apenas
mensura o conteudo de células de forma subjetiva (BRITO et al.,, 2002). Para
Langoni (2000), a subjetividade do resultado do CMT representa uma desvantagem,
principalmente no que se refere a dosagens erradas de reagente e de leite e da falta
de padronizacdo da leitura, que estara sujeita a variacdes, de acordo com o
profissional que estara realizando o teste. E importante ressaltar que o CMT é um

otimo teste de triagem, mas é através da contagem de células somaticas que é
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possivel afirmar a condi¢cao subclinica (SADEK et al., 2017).

O Wisconsin Mastitis Test (WMT), também chamado de viscosimetro, é o
resultado do aprimoramento do CMT, e seu objetivo € suprimir a subjetividade dos
resultados desse teste. Realiza-se em tubo graduado, no qual adicionam-se
guantidades exatas de leite e reagente, 0 mesmo usado para o0 CMT(LANGONI,
2000). O reagente atua sobre as células sométicas do leite formando um gel viscoso
na presenca de inflamacdes como a mastite. O tubo por ser graduado, expressa o
resultado em milimetros, de acordo com a maior ou a menor viscosidade da reacéao,
acrescentando-se, a leitura do teste, quatro zeros ao numero constatado (OLIVEIRA,
2012).

De outro modo, pode-se enumerar efetivamente a quantidade de células
somaticas, o que pode ser realizado em laboratdrio especializado da Rede Brasileira
de Controle de Qualidade do Leite, ou por meio da contagem eletrénica de células
somaticas de amostras individuais de cada vaca (FONSECA; SANTOS, 2001). A
CCS é feita automaticamente em equipamentos que facilitam a analise de grande
namero de amostras. As células somaticas também podem ser contabilizadas pelo
exame microscopico de laminas coradas, entretanto, € mais trabalhoso, possui custo
elevado e ndo permite automacao (BRITO et al., 2002). A CCS do leite de vacas
sadias é menor que 200.000 cel. /mL e quando o processo inflamatério se instala
este nimero tende a se elevar (SANTOS; FONSECA, 2007).

2.3 Staphylococcus spp.

As bactérias do género Staphylococcus sdo cocos gram-positivos
pertencentes a familia Staphylococcaceae, com arranjos em formato de “cachos de
uva” e didmetro, de aproximadamente, 10 um. Esses micro-organismos sao
anaerobios facultativos (fermentativos), catalase positiva, coagulase positiva,
oxidase negativa, ndo movel e crescem bem em meio Agar sangue (WU et al.,
2016). S&o bactérias mesofilas com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8 C°,
porém a temperatura o6tima de crescimento, na qual a taxa especifica de
crescimento € maxima, é entre 35 e 37° C; e pH ideal entre 7 a 7,5 (SANTANA et al.,
2010).

Staphylococcus spp. é considerado como o principal género de bactérias
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responsaveis pela casuistica da mastite bovina nos rebanhos do Brasil e do mundo
(GAO et al.,, 2012). Evidencia-se a grande importancia epidemiolégica e clinica,
desta bactéria nas mastites bovinas relacionando-a as falhas no manejo na ordenha,
e também, na prevencédo e diagndstico da mastite contagiosa dos rebanhos, visto
que, a contaminagdo por esses agentes ocorre principalmente durante a ordenha,
isto porque o reservatorio de micro-organismos desse género € a glandula mamaria
(ANDRADE et al., 2009). Mota et al. (2012) constataram 39,3% de participacédo dos
Staphylococcus spp. na etiologia das mastites em bovinos leiteiros no estado de
Pernambuco. Na mesma regido, Barbalho e Mota (2001) examinaram 104 amostras
de leite provenientes de 43 animais e mostraram que as bactérias do género
Staphylococcus spp. foram isoladas em 50 amostras, o que corresponde a 38,8%.
Estas bactérias podem ter contato com o leite, contaminando-o, ainda no ambiente
intramamario, por serem agentes etiolégicos da mastite clinica e subclinica
(BANDEIRA et al.,, 2013). De acordo com Correa et al. (2009), essa classe
microbiana é provavelmente transmitida para o leite a partir das infec¢cbes da
glandula mamaria.

As espécies de Staphylococcus spp dividem-se em dois grupos amparados na
capacidade de coagular o plasma, de acordo com a sintese ou ndo da enzima
coagulase: SCP e SCN (ELZEBY, 2013). Maior parte das espécies sdo SCN, e as
espécies S. aureus, S. schleiferi subsps. coagulans, S. intermedius, S.hyicus e S.
delphini sdo denominadas como SCP (BANNERMAN, 2003; SANTOS, 2009). As
bactérias SCP, principalmente S. aureus, sdo 0s principais agentes etioldgicos da
mastite. Esses isolados podem produzir enterotoxinas capazes de causar
toxinfeccBes alimentares, representando um risco para saude publica (SANTANA et
al., 2010; PINTO et al., 2011). A existéncia dessas espécies em alimentos € comum,
principalmente por se tratar de um micro-organismo que estd em contato frequente
com o homem e os animais (DIEDRICH et al., 2013).

Pyorala e Taponen (2009), fazem alusdo para a emergéncia de SCN como
micro-organismos causadores de mastite, responsaveéis pela diminuicdo da
qualidade do leite, gerando prejuizos econdmicos ao produtor e a industria leiteira.
Mota et al. (2012), ao pesquisarem a frequéncia dos Staphylococcus spp. na
etiologia das mastites em bovinos leiteiros no estado de Pernambuco, observaram
que 58,4% dos isolados foram classificados como SCN, 28,9% como S. aureus e
12,7% como SCP.
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Entre os agentes etioldégicos das mastites bacterianas, o S. aureus destaca-se
como um dos mais frequentes e que causam 0S maiores prejuizos econdémicos a
pecuaria leiteira brasileira (COSTA et al., 2013). Segundo Conteras e Rodriguez
(2011), S. aureus possui prevaléncia variando entre 81 a 94% dos casos desta
enfermidade. Esse fato pode estar relacionado aos mecanismos de resisténcia,
presenca do biofilme,menor suscetibilidade aos antibioticos, ao pequeno namero de
cura durante alactacdo e a presenca desses micro-organismos no ambiente, nos
animais e no homem (OLIVEIRA; MEDEIROS, 2015).

S. aureus é a espécie mais importante relacionada com uma série de
infecgbes e intoxicagbes no ser humano e nos animais, e um dos patégenos mais
abundantes isolados do leite cru brasileiro (OLIVEIRA et al., 2011). As infeccdes
intramamarias causadas por S. aureus apresentam implicacfes importantes em
saude publica, tendo em vista um consideravel numero de isolados que possuem a
capacidade de produzir exotoxinas (HAIT et al., 2014). Nesse contexto, acapacidade
de producao de toxinas por S. aureus no leite e produtos derivados esta relacionado
com surtos de intoxicacao alimentar (ACOSTA et al., 2017).

Nesse sentido, vale salientar, a importancia da mastite em relacdo a saude
publica, devido ao envolvimento de bactérias patogénicas que podem colocar em
risco a salde humana COSER et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014).

A penicilina foi o primeiro antibidtico a ser utilizado na terapia contra
Staphylococcus spp., porém em funcdo da selecdo de isolados resistentes, houve a
partir de modificagdes moleculares nos B-lactamicos, o desenvolvimento da
meticilina e a oxacilina. Contudo o uso indiscriminado desses antimicrobianos na
terapéutica profilatica humana e veterinaria tem favorecido a pressédo seletiva,
resultando em espécies bacterianas cada vez mais resistentes e gerando 0s
isolados conhecidos como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).
Além dessa caracteristica de multirresisténcia a drogas, esses micro-organismos
possuem a capacidade de adesdo a uma variedade de substratos, formando, assim,
o biofilme (ATIQUE et al., 2012; ALTIERI et al., 2013).

2.4 Resistencia a antimicrobianos

Bactérias resistentes a antimicrobianos sdo um perigo emergente tanto no

ambito da medicina humana quanto na veterinaria (WEESE et al.,, 2015). A
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resisténcia a diversos antibiéticos é de consideravel importancia médica e pode estar
relacionada com a utilizacéo irracional e as vezes sem controle no tratamento de
doencas infecciosas (MORALES et al.,, 2010). Por esta razdo, a utilizacdo dos
diferentes antimicrobianos deve ser considerada como uma questéo ética na area da
saude, principalmente relacionada a dosagens e administracdo adequada de cada
farmaco (KIRINUS et al., 2011). Bactérias com resisténcia a trés ou mais categorias
de drogas antimicrobianas sdo chamadas multirresistentes (MDR) (MAGIORAKOS
et al., 2012).

A resisténcia bacteriana acontece por meio de aquisicdo de elementos
genéticos mdveis, que permitem a bactéria uma diversidade de beneficios, como:
tolerancia a mudancas ambientais, estabelecimento em novos nichos ecolégicos e o
aumento da resisténcia dos micro-organismos aos antimicrobianos (SHOUSHA et
al., 2015). Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos podem ser intrinsecos
ou adquiridos por transmissao de material genético ou mutacdo (GUARDABASSI;
DALSGAARD, 2002). A resisténcia natural € uma caracteristica intrinseca do micro-
organismo e é observada em todos os membros de uma mesma espécie ou género,
independentemente do seu local de isolamento (FERREIRA et al., 2010). J4 a
resisténcia adquirida envolve alteracdes genéticas causadas por mutaches
espontaneas ou aquisicdo de genes exdgenos por mecanismos de transducao,
conjugacdo ou transformacdo associados a estruturas como o0s plasmideos,
integrons e transposons (BARROSO et al., 2014).

O bombeamento ativo do meio intracelular para o extracelular, ou seja, o
efluxo ativo de antimicrobianos, também confere resisténcia bacteriana a
determinados antibiéticos. As proteinas de efluxo redirecionam os antibidticos
através das membranas celulares, diminuindo assim a concentragdo no meio
intracelular (FERREIRA et al., 2010; BARROSO et al., 2014).

Outro mecanismo € a producéo de enzimas que tém a capacidade de inativar
os antibidticos, principalmente contra B-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas.
Um exemplo é o caso das B-lactamases que hidrolisam a ligacdo amida do anel
betalatdmico, destruindo o local onde os antimicrobianos B-lactamicos se ligam as
proteinas de ligacdo da penicilina (PBPs) bacterianas (FERREIRA et al.,, 2010;
BARROSO et al., 2014).

As infeccbes causadas por bactérias do género Staphylococcus tem se

tornado um grande desafio, principalmente, no que diz respeito ao aparecimento de
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cepas resistentes & terapia antimicrobiana usual. Em relagdo a esta terapia merece
destaque o aparecimento de resisténcia & Penicilina, & Oxacilina, & Clindamicina e &
Vancomicina, por serem o0s principais antibiéticos utilizados na pratica clinica contra
infecgcbes causadas por Staphylococcus spp (MIMICA 2012).

S. aureus € um patégeno proeminente que pode causar uma ampla gama de
doencas, desde infecgBes de pele relativamente pequenas até infeccbes graves e
potencialmente fatais, como endocardite, pneumonia e sepse. Seu impacto é
aumentado pelo desenvolvimento de resisténcia a antibiéticos, mais notavelmente S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) que é resistente a praticamente todos os
antibioticos B-lactamicos. Embora a meticilina ndo seja mais produzida, o0 nome
MRSA persistiu e pode ser considerado como uma referéncia a resisténcia a
praticamente todos os antibidticos B-lactamicos. O teste de suscetibilidade agora
normalmente usa oxacilina e / ou cefoxitina (PATERSON et al., 2014).

Esta classe é resistente a meticilina (resisténcia a cefoxitina) de considerada
resisténcia a [-antibidticos lactamicos, ou seja, as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos. A excecdo € a cefalosporina de 52 geracéo -
ceftobiprole, que é primeiro B-lactamico (HUBER et. al.,, 2011). A espécie
Staphylococcus aureus, resistente a oxacilina, e os Staphylococcus coagulase
positivos que adquirem o gene cromossOmico mecA acabam por produzir uma
proteina de ligacéo da penicilina (PBP), a PBP2a, com baixa afinidade para todos os
antibiéticos B-lactamicos (FERREIRA et al., 2010). Segundo Bignardi et al. (1996), a
resisténcia ao grupo dos beta-lactamicos é oriunda principalmente de dois genes
mecA e blaZ. Sendo a deteccdo molecular de mecA por PCR, ou de PBP2a / PBP2 ',
por deteccdo de anticorpos com ensaios de aglutinacdo em lamina disponiveis
comercialmente, considerada o padrdo ouro para a confirmacdo de MRSA. Ja o
gene mecC representa uma forma recentemente conhecida de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA), que codifica um gene mec divergente, e pode
colonizar e causar doencas em humanos e em outras espécies hospedeiras
(PATERSON et al., 2014).

Um estudo epidemiolégico de mastite bovina levou ao isolamento, em 2007,
de um isolado S. aureus, de uma amostra de leite em tanque no sudoeste da
Inglaterra que era fenotipicamente MRSA (GARCIA, 2011). Naquela época, isso por
si sO0 foi imediatamente significativo porque representou a primeira detecgdo de

MRSA no rebanho leiteiro do Reino Unido. No entanto, os testes de confirmacgéo
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para o gene mecA e PBP2a / 2 ' foram repetidamente negativos. O sequenciamento
do genoma no Wellcome Trust Sanger Institute revelou que a cepa carregava um
novo homaologo mecA, que era apenas 69% idéntico ao convencional mecA ao nivel
do DNA, e o PBP2a / 2 ' codificado era 63% idéntico ao nivel do aminoacido. Uma
pesquisa retrospectiva de colecbes de isolados no Reino Unido e Dinamarca
identificou mais 65 isolados positivos para esse novo homdlogo, isolados nao
apenas de gado leiteiro, mas também de humanos, incluindo o mais antigo isolado
conhecido, um isolado de sangue dinamarqués de 1975(GARCIA, 2011). A
sequéncia SCC mec desse homodlogo foi submetida ao Grupo de Trabalho sobre a
Classificacdo de SCC e recebeu a designacédo tipo XI SCC mec em novembro de
2009, sendo renomeado como mecC em 2012 (ITO,2012). O gene mecC foi
escolhido porque um homoélogo divergente adicional de mecA, distinto de mecC, ja
havia sido descrito em Macrococcus caseolyticus (TSUBAKISHITA, 2010) e foi
designado mecB (ITO,2012).

2.5 Biofilmes

Grande parte das bactérias vivem em comunidades, agregadas a uma
variedade de superficies bidticas e/ou abidticas, geralmente compondo biofilmes
(CAIXETA, 2012). Biofilmes sdo um grupo de bactérias, formado por células sésseis,
mono ou multiespécies, que estdo aderidas a um substrato, embebidas em uma
matriz de polimeros organicos extracelulares (COSTERTON et al., 1999; BOARI et
al.,, 2009; SALIMENA, 2014), autoproduzida, constituida por proteinas, &cidos
nucléicos, polissacarideos (STENVANG et al., 2016), particulas retidas e
substancias dissolvidas e absorvidas. A funcionalidade do biofilme, assim como suas
caracteristicas morfolégicas e estruturais sdo dependentes da matriz polimérica, que
também determina as caracteristicas fisico-quimicas e biol6gicas (CHAGAS et al.,
2015). Essa matriz permite o “sequestro” e a “concentracdo” de nutrientes, como
carbono, nitrogénio, fosfato, além da protecédo das colénias que compde o biofilme
(ARCHER et al., 2011).

O biofilme confere protecao e resisténcia a acdo de agentes antimicrobianos,
bem como contra defesas do hospedeiro (KONG et al., 2006; LOPEZ et al., 2010;
ARCHER et al., 2011; PAHARIK; HORSWILL, 2016; RIBEIRO et al., 2016).
Portanto, a formagcdo dessa estrutura € considerada uma adaptacdo de micro-
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organismos a ambientes hostis (HALL-STOODLEY et al., 2004; DE FUENTE-
NUNEZ et al., 2013).

A teoria para a formacao de biofilme (Figura 1), propde que 0 processo ocorre
em trés etapas: aderéncia ou fixagdo, acumulacdo/maturacdo, e
separacao/dispersdo. Durante a fase de ligacdo, as células planctonicas aderem
reversivelmente as superficies bidticas ou abidticas e proliferam em agregados
adesivos chamados de micro colénias, ocorrendo a transicdo do ataque reversivel
para o irreversivel. A medida que essas micro colonias se desenvolvem, as células
bacterianas produzem uma matriz extracelular que serve como um suporte essencial
para estabelecer a arquitetura tridimensional desenvolvendo-se a arquitetura do
biofilme.. Ao atingir uma densidade celular especifica, € desencadeado um
mecanismo de degradacdo da matriz, e ocorre a disperséo de células do biofiime e o
retorno ao estado de células planctonicas (STOODLEY et al., 2002; MONROE,
2007; MOORMEIER e BAYLER, 2017). A dispersédo € importante para o ciclo de vida
do biofilme. Isso pode acontecer em todo o biofilme ou em uma parcela dele. Esta
disperséo possibilita 0 comec¢o de novo biofilme em outros ambientes, promovendo a

renovagao da comunidade (RABIN et al., 2015).

Figura 1. Representac@o esquemética das etapas de desenvolvimento de biofilmes. 1- Ades&o inicial
e reversivel das células bacterianas na superficie; 2- producdo de EPS, tornando a adesao
irreversivel; 3 e 4- desenvolvimento e maturagdo da arquitetura do biofilme; e 5- as células sao
dispersas do biofilme.
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A adesédo e a formacdo do biofilme sdo dependentes de caracteristicas do
microrganismo, como expressao de fatores de viruléncia e producdo da capsula
exopolimérica. A superficie aderente e outros fatores como pH, temperatura, tempo
de agitacdo, dentre outros, também influenciam na formacdo dessas estruturas
(CAIXETA et al., 2012). A dindmica das formacdes dos biofiimes e da saida dos
micro-organismos para a formagao de novos biofilmes pode explicar a natureza de
infeccbes causadas por eles; e a necessidade de extensdo da terapia a fim que
quebrar o ciclo de formacao dos biofilmes (MELCHIOR et al., 2005).

Ao formarem uma comunidade de micro-organismos, as bactérias que vivem
nos biofiimes passam a viver em grande proximidade com outras bactérias da
mesma estirpe ou de espécies diferentes. Muitas desenvolveram mecanismos
rudimentares de comunicacdo bacteriana, cujo fendmeno é conhecido por quorum
sensing (QS) (NADELL et al., 2008). Esse mecanismo € um dos principais
responsaveis pela manutencao das atividades de um biofilme (YU et al., 2012).

O QS foi descrito em bactérias gram-negativas, e logo depois descobriu-se
que biofilmes compostos por bactérias gram-positivas, como S. aureus, também
possuem essa capacidade (ANTUNES et al., 2010). Uma das vantagens descritas
do mecanismo de QS é a rapida adaptacao a alteracbes ambientais (OTTO, 2004).
Outra vantagem evolutiva é possibilitar as populacées de bactérias presentes no
biofilme distinguirem self de non-self, isto é, perceberem a densidade populacional de
bactérias da mesma espécie/estirpe dentro de um biofilme que muitas vezes é
composto por mais de um tipo de micro-organismo (NOVICK; GEISINGER, 2008).
Essa capacidade de deteccdo da densidade ou quantidade de bactérias da mesma
estirpe, através da concentracdo de produtos metabdlicos segregados, permite aos
micro-organismos gerirem o seu metabolismo, de forma mais eficiente, para utilizar
0s recursos disponiveis e também responder a desafios, como, por exemplo, a
agentes antimicrobianos (JAYARAMA; WOOD, 2008).

A producdo de biofilme é regulada por um conjunto de genes que ficam
localizados no locus ica, 0s quais sdo responsaveis pela adesédo intercelular. No
operon icaABCD, os genes icaA e icaD tém maior relevancia em S. aureus
(DHANAWADE et al.,, 2010). O gene icaA é responsavel por codificar a N-
acetilglucosaminiltransferase, enzima que participa da producdo de oligdmeros de
N-acetilglucosamina a partir da UDP-N- acetilglucosamina. Enquanto, icaD

desempenha um  papel critco na expresséo maxima de  N-
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acetilglucosaminiltransferase, levando a produgcdo do polissacarideo capsular.
Também existe uma outra proteina que € conhecida como Bap, a qual esti
envolvida na formacdo do biofilme por S. aureus. Essa proteina, codificada pelo
gene bap, esta implicada na formacdo de biofilme através da fixacdo primaria e
adesao a superficies. Isolados que apresentem o gene bap séo capazes de produzir
forte biofilme mesmo na auséncia do operon icaABCD (SALIMENA et al., 2016).

Para se alcancar a inibicdo da formacdo de biofilmes, duas grandes
classificacdes podem ser feitas: através da inibicdo do crescimento bacteriano, pelo
uso de compostos bactericidas ou bacteriostaticos ou, através do bloqueio da
adesao bacteriana e, consequentemente, da formacéo de biofilme por uma via que
ndo envolve a morte bacteriana - caracteristica marcante de um novo conceito de
terapia: as terapias antiviruléncia. As terapias antiviruléncia exploram novos
mecanismos de acdo de compostos, visando dificultar o rapido desenvolvimento de
resisténcia bacteriana (TRETIN et al., 2013).

A habilidade de certas espécies de Staphylococcus spp. se aderirem a
superficie do epitélio da glandula mamaria esta associada a producdo de biofilmes
(MELO et al., 2012). A capacidade de producéo de biofilme esta presente na maioria
das espécies de Staphylococcus spp. Esse mecanismo permite a sobrevivéncia da
bactéria no ambiente por longos periodos, além de impedir a acdo de antibibticos e
desinfetantes (TREMBLAY et al., 2013).

O biofilme dificulta a terapéutica com antibiéticos, devido a dificuldade destes
agentes em atuarem sobre as bactérias que o colonizam. Esta resisténcia ao
tratamento com drogas antimicrobianas pode estar relacionada ao fendétipo de
bactérias que se encontram inativas, devido ao ambiente com pouco oxigénio e
nutrientes no interior do biofilme, resultando em uma baixa atividade metabolica e
taxa de divisdo celular destas bactérias, além da barreira que o biofilme gera,
dificultando a atuacdo dos antibiéticos no interior dessa estrutura (ARCHER et al.,
2011). Além do mais, existem hip6teses de que outros micro-organismos interagem
com os estafilococos, gerando uma comunidade heterogénea de bactérias,
agravando o quadro infeccioso e, consequentemente, o tratamento (OTTO 2008;
RIBEIRO et al., 2016), pois apesar das células que compde o biofilme possuirem
uma origem clonal, elas podem constituir subpopulagdes fenotipicamente distintas, a
exemplo de outras bactérias e alguns tipos de fungos. Dentro do biofilme algumas

células se diferenciam devido a expressdo de genes distintos. Esta diferenciacédo é
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dependente das condi¢cdes extracelulares, nutrientes, oxigénio, que criam um
microambiente para o desenvolvimento das células (KONG et al., 2006; LOPEZ et
al., 2010; ARCHER et al., 2011; RIBEIRO et al., 2016).

A formacdo do biofilme ainda é considerada uma das principais formas de
patogénese. Isso € importante, principalmente, quando nos referimos a utilizacdo de
antimicrobianos para o controle e erradicacao das infecgbes causadas por bactérias
do género Staphylococcus (PARK et al., 2012; PAHARIK; HORSWILL, 2016), sendo
suspeita de ser o meio através do qual os Staphylococcus causadores de mastites
fogem do sistema imune e causam infecgfes intramamarias persistentes (SIMOJOKI
et al., 2012).

Em S. aureus, o biofilme apresenta uma zona aerébica na superficie. Quando
ocorre a ativagcdo metabdlica do biofilme, nestas zonas a presenca de DNA,
proteinas tornam-se mais evidentes. Todavia acredita-se que dois ter¢os do biofilme
de S. aureus é inativo metabolicamente (OTTO, 2008; LOPEZ et al., 2010; RIBEIRO
et al.,, 2016). O estado fisioldgico das células que compde o biofilme pode ser
monitorado pela andlise da expressdo de genes especificos a fim de definir as
subpopulacées que compde o biofilme (LOPEZ et al., 2010; ARCHER et al., 2011).

O tratamento antibidtico agressivo se mostra Uutil para controle das
exacerbactes de infeccBes crbnicas por biofilme induzidas por bactérias dispersas,
podendo reduzir os biofilmes, porém nédo eliminando as infec¢cdes causadas pelas
mesmas (HOIBY et al.,, 2010; HOIBY, 2011) porque a concentracdo minima de
antibiotico para erradicacdo de biofilme é dificil de alcancar in vivo (HENGZHUANG
et al., 2011).

2.6 Fitoterapia

O uso de plantas para o tratamento de doencas é historico; quase todas as
culturas e civilizagbes teriam feito uso da fitoterapia para tratar infecgcdes (DE BOER
et al., 2005). O problema irreversivel e preocupante de resisténcia antimicrobiana
levou ao ressurgimento do interesse em fitoterapicos como uma forma para tentar
combater esse problema crescente (ADWAN et al., 2006). As principais vantagens
da utilizacdo de produtos naturais é que eles sé&o considerados mais seguros que a

alternativa sintética, oferecendo beneficio terapéutico e tratamento mais acessivel
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(AMOS et al., 2005). Contudo é importante ressaltar a necessidade de validacao,
padronizacao cientifica e sistematizacdo, bem como avaliagdo de seguranca antes
da introducao dessas substancias no tratamento (GUPTA, JAIN, 2010)

Atualmente a utilizacdo de compostos de origem natural tem sido alternativa
para o controle da patogenicidade causada por cepas produtoras de biofilme em
diferentes situacfes clinicas e estes compostos podem ter agdo tanto antibibtica
como imunomodulatéria, alem da acdo sobre a expressédo de genes envolvidos na
formacéao do biofilme (COS et al., 2006; RIBEIRO et al., 2016).

Os produtos naturais, tanto os compostos puros como extratos de plantas
padronizados, sdo novas alternativas para o0 desenvolvimento de drogas
antimicrobianas. O uso dos conhecimentos etnofarmacoldgicos dessas substancias
também é uma alternativa para reduzir o empirismo e aumentar a probabilidade de
sucesso no desenvolvimento de novas drogas de origem natural (CRAGG e
NEWMAN, 2013; COS et al.,, 2006; TAYLOR, 2013). As fontes naturais oferecem
possibilidade para descoberta de substancias de interesse terapéutico, contudo os
biomas brasileiros sdo pouco explorados (COSTA-LOTUFO et al., 2010; BARREIRO
e BOLZANI, 2009).

2.7 Propdlis e Propdlis Vermelha

De acordo com Anexo VI da Instrugcdo Normativa no 03, de 19/07/2001 do
MAPA, propolis € um produto oriundo de substéncias resinosas, gomosas e
balsamicas, colhidas pelas abelhas de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas
quais as abelhas acrescentam secrec¢des salivares, cera e polen para a elaboracao
do produto final (BRASIL, 2001). Apresenta cores e texturas diversas, coletada por
abelhas da espécie Apis mellifera de inUmeras partes das plantas. Estes compostos
sdo responsaveis pelos efeitos bioldgicos benéficos da propolis (GARDANA et al.,
2007; CARVALHO et al., 2011).

A producao da propolis ocorre devido a necessidade das abelhas de selar e
proteger seus ninhos contra intrusos (SAWAYA et al, 2009; GREGORIS;
STEVANATO, 2010; FALCAO et al., 2013). Na colmeia, esse produto possui
inUmeras fungbes, como a reparagcdo de danos ou rachaduras, dessa forma
protegendo contra a entrada de micro-organismos; relaciona-se com as

propriedades mecanicas, assim utilizada tanto na constru¢do, quanto na adaptacao
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da colmeia e ainda garante um ambiente asséptico (FUNARI; FERRO, 2006). E
também usada pelas abelhas para o beneficio da colmeia, como protecdo contra
chuva, vento e umidade (BUENO-SILVA et al., 2013). Outro uso € a mumificacao de
insetos mortos, evitando a contaminacdo da colmeia por sua decomposicdo
(BONAMIGO et al., 2017).

A utilizacdo dessa substancia por humanos é algo bastante antigo. Durante
séculos, esse composto resinoso vem sendo empregado como remeédio popular em
varias regibes do planeta, principalmente por sua atividade antimicrobiana, ja
evidenciada nas colmeias (OMAR et al., 2016). O uso da proépolis j& era descrito nos
povos da antiguidade, os egipcios também utilizavam a propolis para embalsamar os
mortos (OSES et al., 2016; DANTAS- SILVA et al., 2017). Os gregos denominavam
a prépolis como “cola de abelha”, e reconheciam suas propriedades medicinais,
utilizando-a como antisséptico e cicatrizante (DANTA-SILVA et al., 2017). Durante a
guerra, os soldados romanos utilizavam com frequéncia a propolis como
medicamento de emergéncia em suas feridas. Com isso seu uso foi se disseminado
cada vez mais, e durante os séculos XVIl e XX tornou-se o remédio mais popular na
Europa (BRIDI et al., 2015).

A prépolis € considerada um dos produtos mais heterogéneos produzidos por
fontes naturais e pesquisas mostram que mais de 300 componentes estdo presentes
em diferentes tipos de propolis. Dentre esses compostos ja identificados, observa-se
a presenca de acidos fendlicos, flavonoides, ésteres, aldeidos arométicos, alcoois,
diterpenos, sesquiterpenos, vitaminas, minerais, lignanas, aminoacidos e acidos
graxos (RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013). Regularmente € composta de 50% de
resina (contendo flavonoides e &cidos fendlicos), 30% de cera, 10% de Oleos
essenciais, 5% de poélen e 5% de outros compostos organicos, incluindo
aminoécidos, vitaminas e minerais (BUENO-SILVA et al., 2013).

Os tipos de propolis séo caracterizados em funcédo do ambiente onde estao
inseridas, sendo influenciadas pelo clima, regido geogréfica, temperatura,
vegetacao, entre outros fatores (FRANCHIN et al., 2018). Dessa forma, diferentes
tipos de propolis sdo encontrados, sendo que sua atividade biolégica estara
relacionada aos seus constituintes, ja que as abelhas recolhem compostos resinosos
de diferentes fontes vegetais (KUMAZAWA; HAMASAKA; NAKAYAMA, 2004;
SEIDEL et al.,, 2008). Sao identificadas tonalidades de propolis que variam de

amarelo-esverdeado, marrom-avermelhado ao negro (INOUE et al., 2007).
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No Brasil eram catalogados doze tipos de propolis, ja a propolis vermelha foi
catalogada como o décimo terceiro grupo existente no pais, presente na regido
nordeste, principalmente nos estados de Alagoas, Paraiba, Bahia e Pernambuco,
possuindo origem botanica na planta Dalbergia ecastophyllum (L) Taud.
(Leguminosae), conhecida como “‘rabo de bugio”, ou marmelo do mangue,
encontrada associada a estuarios, mangues e dunas; responsavel por sua coloracéo
avermelhada (DAUGSCH et al., 2008; PICCINELLI et al.,, 2011; FRANCHI et al.,
2012; FRANCHIN et al., 2018), e apresenta varias acdes terapéuticas, como:
antibacteriana (CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011), antifangica (SIQUEIRA et
al., 2009), anti-inflamatéria (BARRETO, 2008; CAMPOS et al., 2015) e antioxidante
(CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011).

Uma das hipoteses quanto a atividade antimicrobiana esta associada a alta
concentragdo de flavonoides na propolis (GRANGE; DAVEY, 1990). Flavonoides
representam mais de 60% da composicdo da prépolis vermelha brasileira, como:
flavonas, flavanonas, isoflavonas e flavondis (REGUEIRA NETO et al., 2017). Os
compostos fendlicos geralmente mostram atividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas e seu efeito depende da concentracdo. Em baixa concentracéo
podem interferir com enzimas de producdo de energia e em maior concentracao
podem desnaturar proteinas (TIWARI et al., 2009).

Alencar et al. (2007) conseguiram identificar quatro isoflavonas presentes na
composicao da prépolis vermelha, até entdo ndo encontradas nos outros 12 grupos
de prépolis, entre as quais: dihidroxisoflavona, homopterocarpina, medicarpina e
4’ 7-dimethoxi-2’-isoflavona. As pesquisas realizadas por Cabral et al. (2009) nao
conseguiram gquantificar a grande maioria das substancias usadas como padrdo nas
demais proépolis, como acido cinamico, encontrada na propolis verde. Portanto,
conclui-se uma composic¢ao Unica da prépolis vermelha.

A propolis é utilizada em varias éareas da medicina, por possuir diversas
acOes terapéuticas, como atividade antimicrobiana, atividade antioxidante, anti-HIV,
anti-carcinogénica e anti-inflamatérias(SILVA et al., 2006; PARK et al.,, 2002). A
atividade anti-inflamatoria também € caracteristica da propolis vermelha de Alagoas
e estudos apontam que essa caracteristica esta relacionada aos flavonoides que
podem inibir a ciclooxigenase (COX) e a lipooxigenase, inibindo o processo
inflamatoério (NETTO et al., 2013). Bueno-Silva et al., (2013) confirmaram essa acéo

da propolis vermelha de Alagoas em sua pesquisa, ao identificarem atividade
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inibitéria contra a migracéo de neutroéfilos a uma dose de 10 mg/kg.

Sforcin et al.(2000), verificaram em estudo utilizando a prépolis verde, que
Staphylococcus aureus sao suscetiveis a baixas concentracbes de extratos
etandlicos e bactérias gram negativas foram inibidas em altas concentragdes.
Estudo utilizando a propolis sérvia comprovou que a mesma é eficaz contra
bactérias gram positivas e gram negativas, sendo as mais sensiveis entre as Gram
positivas: Listeria monocytogenes, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis e
Staphylococcus Aureus, tendo as cepas apresentado valores de CIM de 0.1 pg/mL,
0.3 pg/mL, 0.3 pg/mL e 0.5 pg/mL, respectivamente (RISTIVOJEVIC et al., 2016).

Segundo Lustosa et al.(2008), a acdo antimicrobiana da propolis deve-se
provavelmente a dois mecanismos de acdo: um deles relacionado a inibicdo da
RNA-polimerase bacteriana e 0 outro causando danos funcionais e estruturais, por
agirem na membrana e na parede celular do microrganismo, confirmando esse
processo por meio da prépolis de Anatdlia na Turquia, que apresentou acao mais
eficiente frente a cepas de bactérias gram-positivas do que em cepas gram-

negativas.

2.8 Amburana cearensis

Amburana cearensis (Allem&o) A.C. Smith € uma arvore de caule ereto com
até 20 metros de altura e pertencente a familia Fabaceae (LORENZI; MATOS,
2008). E encontrada em diversas regides na América do Sul com caracteristica de
mata estacional, semi-decidual com poucos afloramentos rochosos. Na Argentina e
Paraguai é popularmente conhecida como Palo trebol e Roble (LORENZI; MATTOS,
2002), sendo encontrada também na Bolivia, Paraguai e Peru (LEITE, 2005). No
Brasil ocorre nas regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste (FLORA DO BRASIL,
2020). A época de sua floracdo ocorre entre os meses de maio a julho e frutificacéo
de junho a setembro (DRUMMOND et al., 2016).

Conhecida popularmente como “cumaru”, “amburana”, “imburana” e
“‘umburana-de cheiro”, € amplamente utilizada na medicina popular, sobretudo na
regido Nordeste, no tratamento de asma, bronquites, gripes, resfriados, dores
reumaticas, congestdo nasal, sinusite, rinite, tosse, trombose, infec¢des urinarias,
hipertensdo, anorexia, € como cicatrizante, expectorante, emenagoga (MATOS,
1999; AGRA et al., 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007; LORENZI; MATOS, 2008), e
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também na producéo industrial do fitoterapico "xarope de cumaru” (CANUTO et al.,
2008). As sementes sdo utilizadas como aromatizantes e repelentes de insetos
(MAIA, 2004) e o mel produzido nas cavidades do caule de A. cearensis é extraido
para consumo e comercializacdo (MARQUES; BARBOSA; AGRA, 2010).

A espécie € também conhecida como cerejeira e, devido a qualidade de sua
madeira, tem sido explorada na movelaria fina, esculturas e marcenaria em geral,
estando listada como espécie ameacada de extingdo (IBAMA, 2012). Toda a coleta
da planta para as diversas finalidades de uso ainda é realizada por meio do
extrativismo, que pode ser classificado como predatorio. A comercializacdo das
sementes e cascas do caule pode ser observada com frequéncia, em feiras livres de
diversos municipios localizados no semiarido nordestino, o que contribui para a
reducdo de populacdes de ocorréncia natural, uma vez que impede a propagacao
natural da espécie (CAMPOS et al., 2013).

Quanto ao potencial antibidtico de A. cearensis, destacam-se o0s resultados
obtidos com 6éleos essenciais, alcal6ides, cumarinas, entre outros que, em baixas
concentracfes, exerceram inibicdo do crescimento de bactérias gram-positivas e
gram-negativas (RECIO; RIOS, 1989). Tais resultados apontam para a importancia
da planta como fitoterapico, sendo que ja existem alguns produtos comerciais cujo
principio ativo principal € a cumarina. Além da cumarina, outros compostos pouco
explorados em relacdo as suas atividades biologicas, tais como glicerideos dos
acidos palmitico, linoleico, oleico e estearico, obtidos da semente da planta, tém sido
pesquisados (LORENZI; MATOS, 2008). Canuto (2010) cita que mais quatro
compostos foram identificados em A. cearenses: 0 acido p-hidroxibenzdico, aiapina,
além dos estereoisémeros (E) e (Z) do acido o-cumarico glicosilado, demonstrando
cada vez mais seu potencial como recurso natural rico em substancias bioativas.

Existem diversos relatos do uso tradicional de A. cearensis na medicina popular
em varias localidades do Brasil (SILVA et al.,2012; PAULINO et al., 2011; ANDRADE et
al., 2012; JUNIOR et al. 2012; BIESKI et al., 2012; SOUZA, 2011, CONCEICAO et al.,
2011; FREITAS et al., 2011; ROQUE et AL.2010; OLIVEIRA et AL.,2010;
MARQUES, 2008; GOMES et al.,, 2007; SOUZA e FELFILI, 2006; MORAIS et al.
2005) e a confirmagdo de varias das atividades biologicas atribuidas a A. cearensis tem
sido realizadas por meio de ensaios in vitro e in vivo. Efeito analgésico (NOWACK et al.,
2011), antiinflamatério(NOWACK et al.,, 2011; LOPES, 2010), antinocicepgdo e

antiinflamatério (QUINTAS-JUNIOR, 2009). efeitos farmacolégicos no Sistema Nervoso
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Central (SNC) (LUCETTI, 2010; OMENA, 2007). e antinociceptivo e antiedematogénica,
(CANUTO,2007;LEAL et al., 1997).

CARVALHO (2009) analisou a eficacia do xarope de A. cearensis em 42
pacientes com asma, 21 participantes ingeriram placebo e o outro grupo utilizava o
xarope composto por 0,15 mg/mL de cumarina. O resultado encontrado demonstrou
uma melhora na qualidade de vida dos asmaticos e ndo apresentou toxicidade.
Gongalves, (2007), utilizando extratos hidroalcodlicos das cascas do caule de véarias
espécies de plantas, dentre elas A. cearensis, contra micro-organismos isolados de
hospitais, tais como: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Streptococcus pyogenes,
Klebsiella pneumoniae, Providencia spp, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa,
Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp coagulase negativa, e
quatro bactérias catalogadas na American Type Culture Collection (ATCC) (Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Salmonella typhimurium)
demonstrou que apenas Staphylococcus epidermidis foi sensivel, com halo de 13 mm
nos testes de difusdo em agar.

Estudo avaliando a atividade antimicrobiana de extratos etandlicos de seis
plantas nativas do bioma caatinga nos estados de Pernambuco e Bahia, frente a 160
isolados de Staphylococcus ssp. de casos de mastite sub-clinica em ovinos e caprinos
leiteiros, demonstraram que A. cearensis inibiu 88,1% dos isolados (PEIXOTO e
COSTA, 2009). Vargas et al.,(2011) avaliaram o potencial antimicrobiano de A.
cearensis com extrato etandlico das cascas do caule contra micro-organismos Gram
positivos e negativos, tais como: Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Klebsiella spp.,
Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Rhodococcus equi,
Listeria spp., Corynebacterium spp., Aeromonas spp., Proteus spp., Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus intermedius, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus suis, Nocardia spp., Vibrio spp., Micrococcus spp.
Staphylococcus caprie, Edwadisiella spp., todos de interesse veterinario, e a substacia
somente ndo exerceu acao inibitoria contra Proteus spp., Nocardia spp., S. caprae e S.
agalactiae (VARGAS et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme da prépolis vermelha e da
resina de Amburana cearensis sobre Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP)

causadores de mastite subclinica em vacas.

3.2 Especificos

e Isolar e caracterizar SCP de amostras de leite de vacas com mastite
subclinica;

e Determinar o perfil genotipico de resisténcia e de producdo de
biofilme dos isolados SCP;

e Determinar o perfil de sensibilidade de isolados SCP a oxacilina;

e Avaliar a atividade antimicrobiana da prépolis vermelha e da resina
de A. cearensis sobre isolados SCP;

e Determinar a capacidade de producéo de biofilme pelos isolados
SCP e a atividade inibitéria da propolis vermelha e da resina de A.

cearensis sobre a formacéaop desta estrutura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo e coleta de material

O estudo foi desenvolvido nas Regides das Bacias Leiteiras de Alagoas e
Pernambuco. Foram selecionadas 14 propriedades, sendo 10 localizadas no Estado
de Alagoas, (Fig.2) entre os municipios de Batalha, Cacimbinhas, Major Isidoro e

Minador do Negréo.

Figura 2. Mapa localizando as cidades de Alagoas onde ficam localizadas as propriedades.

Barra do
# Jenipapo
Camuxinga

Mandacaru
£S5 Caraibinha
Puxinana s Gar Brecha
Lagoa da
Cajazeira

Fazendinha
Capelinha
apelinha Galinha »

Barriguda

Lagoa do
Pai calo

__Acuarana

Fonte: (Google 2022)

O Estado de Pernambuco, foram 4 propriedades divididas entre os municipios
de Bom Conselho, Brejao, Correntes (PE), e Sado Bento do Una (PE), que utilizavam
sistema de ordenha mecéanica e forneciam leite para um laticinio sob inspecéo
federal. Os rebanhos eram constituidos de animais de varias racas, idades e em

diferentes estagios de lactacao, criados em sistema semi-intensivo. (Fig. 3).
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Figura 3: Mapa exibindo municipios de Pernambuco onde foram realizadas os estudos.

Fonte: (Google 2022)

No periodo de setembro de 2017 a janeiro de 2018 foram realizados os testes
de caneca telada e CMT em 1.405 vacas e coletadas as amostras CMT positivo a
partir de 2+, totalizando 1.289 amostras. A coleta foi realizada de acordo com os
procedimentos recomendados pelo National Mastitis Council (2004). Apés a limpeza
do ostio papilar com alcool etilico 70% (v/v) foram utilizados tubos de ensaio
esterilizados para acondicionar amostras individuais de 2 a 5 mL de leite, de cada
quarto mamario, antes do inicio da ordenha. Os tubos contendo as amostras foram
colocados em caixa de material isotérmico contendo gelo reciclavel e levados ao
laboratério de inspecdo e saude publica da Universidade Federal Rural de

Pernambuco.

4.2. Isolamento de Staphylococcus coagulase positiva (SCP)

Para a realizacdo da cultura priméaria, uma pequena aliquota (0,5uL) de cada
amostra foi plagueada pela técnica de semeadura em estrias por esgotamento em
Agar Sangue de ovino a 5% e incubados em estufa a 37°C; foram realizadas leituras
com 24 e 48 horas. As caracteristicas macroscopicas e microscopicas (morfo-
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tintéricas) das colénias foram avaliadas utilizando a técnica de Gram (CARTER,
1998). Testes de catalase e coagulase foram realizados para a identificacdo de SCP,
utilizando-se como controle positivo na pesquisa a cepa S. aureus ATCC 29213.

4.3. Testes de suscetibilidade de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) a

Oxacilina por Disco-difusdo em agar

Staphylococcus coagulase positiva foram submetidos a testes de
sensibilidade ao antibidtico padrédo (Oxacilina), avaliada pelo método de difusdo em
disco, seguindo a norma do Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI,
2018). As cepas de SCP isoladas e identificadas foram inoculadas em 2mL de meio
caldo cérebro coragcdo (BHI) e incubadas a 37° C por 24 h. Em seguida, foram
submetidas a realizagdo de antibiograma em placas de Petri, contendo Agar Muller
Hinton. A sensibilidade antimicrobiana foi verificada pelo método de difusdo em disco
Kirby-Bauer e os resultados foram classificados como resistente (R), sensibilidade
intermediéaria (I) e sensivel (S), de acordo com tabela de suscetibilidade definida

para isolados de origem veterinaria disponibilizado pelo CLSI (CLSI, 2018).

4.4 Caracterizacdo da producdo do biofilme de Staphylococcus Coagulase Positiva

(SCP) resistentes a Oxacilina - Quantificagdo do Biofilme

A quantificagédo da producéo de biofilmes "in vitro" foi determinada de acordo
com o método citado por Merino et al., (2009), com modificacbes. Os isolados de
SCP foram cultivados em TSB (Tryptone Soya Broth) por 24 horas a 37°C. Logo
apos, uma porcédo de cada cultivo foi diluida a 1:40 em TSB adicionado de 0,25% de
glicose. Cada amostra, j4 padronizada, foi colocada em microplacas de poliestireno
estéreis com 96 pogos em fundo em “U”, em triplicata, junto com controles, no
volume de 200uL/cavidade. Apds o periodo de incubagao (37°C por 24h), as placas
foram lavadas trés vezes com agua destilada, e deixadas secar a temperatura
ambiente. Foram adicionados 200uL de cristal violeta/cavidade, e a placa foi
incubada por 2-3 minutos a temperatura ambiente. Logo apés, cada cavidade foi
lavada trés vezes com agua destilada e acrescida de alcool-acetona (80:20). As

placas coradas com cristal violeta foram submetidas a espectrofotometria em leitor
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de microplaca modelo EXPERT PLUS-UV para aferir as respectivas absorbancias de
cada cavidade. A absorbancia foi determinada a 620 nm. Po¢os ndo inoculados
contendo TSB com glicose serviram como branco e as cepas controles utilizadas
foram ATCC 12228 (negativa) e ATCC 25923 (positiva). De acordo com Stepanovic
et al. (2003) o controle negativo (OD) é usado como base para os céalculos da
determinacdo dos parametros para considerar um isolado produtor ou ndo de
biofilme (ODc). Deste modo, os isolados foram classificados de acordo com a
seguinte regra: OD<ODc= n&o produtor, OD:.<OD<(2xODc) = fraco produtor,
(2xODc)<OD<(4x0OD¢) = moderado produtor, (4xODc)<OD = forte produtor.

4.6 Caracterizacao genotipica dos isolados

Foi realizado PRC para investigar a existéncia de genes nuc, blaZ, mecA,
mecC, icaA e icaD. Para isto, foi utilizado o protocolo rotina do laboratério
Biotecnologia adaptado dos protocolos descritos por Regitano (2001).

Para extragao e purificagdo do DNA foram adicinonados 500uL de Solucéo B,
que é composta por Tris HCI (pH 8,0), que é uma solucdo tampdo que tem por
finalidade manter o pH constante; SDS, um detergente idnico forte, que vai romper
as membranas celulares; o EDTA para quelar ions de magnésio e calcio, que sao
cofatores de diversas enzimas, tais como as DNases; e a proteinase K para
hidrolisar as proteinas. As amostras foram vortexadas até o pellet ser desprendido
do fundo do microtubo e posteriormente incubadas a 55°C overnight em bloco
aquecido com agitador.Apds a incubacao, foi adicionado 210uL de TE (pH 7,6), que
€ um tampao, permitindo que o pH da solu¢do permaneca constante; além disso, foi
adicionado 240uL de NaCl 5M, para promover a desnaturacdo e precipitacao das
proteinas por excesso de ions. A solucéo foi misturada por inverséo e incubada em
gelo por 10 minutos. Em seguida foi centrifugada a 16000xg por 15 minutos.
Recuperou-se o0 sobrenadante, onde este foi dividido em dois tubos, cada um com
no maximo 500uL. Adicionou-se 1mL de etanol absoluto gelado em cada tudo e
misturou-se por inversdo. Essa relacdo de 2:1 de etanol e sobrenadante é
importante para que o DNA seja precipitado de forma efetiva. Os tubos foram
centrifugados por 15 min a 16000xg e apos centrifugagdo, o sobrenadante foram

descartados, e os microtubos foram colocados invertidos em papel para secar. Em
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seguida, foi adicionado 500uL de etanol 70% para retirar os resquicios de sais do
pellet, pois esses sais podem dificultar a ressuspensdo do DNA. O sobrenadante foi
descartado novamente e o microtubo foi colocado invertido em papel para secar. Por
fim, foi adicionado 250uL de TE + RNase, pois a medida que o DNA ¢ isolado, junto
com ele fica uma quantidade consideravel de RNA. As amostras foram entdo
incubadas a 37°C por 1 hora e em seguida armazenadas em freezer para posterior
utilizacao.

As reacdes para caracterizacdo genotipica dos isolados foram executadas
nas condi¢bes descritas no Apendice A, e a presenca e tamanho da amplificacao
dos produtos foram confirmados por eletroforese em 2% de gel de agarose corado
com brometo de etidio. As amostras foram preparadas utilizando 10ul de amostra
mais 2ul de tampao de corrida 6X. A corrida teve duracdo de 2h a 80V, 170mA e
20A. Foram utilizados marcadores de pesos moleculares que variaram de acordo
com o gene pesquisado (tabela 1).

Tabela 1. Genes pesquisados, controles e sequéncias de nucleotideos dos primers utilizados nas
reacles de PCR.

) o ) Tamanho do Controle +
Gene  Primer Sequéncia dos primes
produto (pb)
F GAGATTGATGGTGATACGGT ATCC 25923
nuc 279PB S. aureus
R AGC CAA GCC TTG ACG AAC
TAA AGC
F AAGAGATTTGCCTATGCTTC ATCC 33591
blaz 517pb S. aureus
R GCTTGACCACTTTTATCACG
AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC ATCC 33591
mecA 533pb S. aureus
R AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
TCACCAGGTTCAACYCAAAA
mecC 355pb MEC-C 1
R CCTGAATCWGCTAATAATA
F CCTAACTAACGAAAGGTAG ATCC12600
icaA 1315pb S. aureus
R AAGATAATGCGATAAGTGG
F GCGATTGATGGTGATACGGTT ATCC 12600
icaD 230pb S. aureus
R AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

Fonte: NUC: KETEETE, et al. 2010. Blaz: SAWANT; GILLESPIE; OLIVER (2009); IcaA e IcaD:
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VASUDEVAN, et al. (2003); MecA: AWANT, et al. (2009). MecC : GARCIA-ALVAREZ, et al. (2011).

4.7 Atividade Antimicrobiana pelo método de Microdiluicdo em caldo

Para avaliar a atividade antimicrobiana das substancias foi realizada a anélise
da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima
(CBM) do Extrato de Prépolis Vermelha e da Resina de Umburana. O teste foi
realizado por meio da Técnica de Microdiluicdo, empregando-se a metodologia
descrita pelo CLSI (2014) seguindo as descri¢cdes do protocolo M07-A9. A bactéria
foi turvada a partir da leitura da densidade 6ptica (DO), no comprimento de onda de
546 nm, em espectofotdbmetro para a obtencdo do valor da DO de 0,036
correspondente a escala de 0,5 de McFarland (1x108 UFC/mL). Em seguida 100 pl
desta foram transferidos para um tubo contendo 9,9 mL de MH caldo, no qual 20 ul
desta solucéo foram utilizados para avaliar o efeito bactericida.

Para isso, foram preparadas solucdes estoque das substancias em estudo,
Prépolis Vermelha (6.250 pg/mL) e Resina de Umburana (25.000 pg/mL), as quais
foram diluidas em agua destilada autoclavada e dimetilsuféxido (DMSO - Dimethyl
sulfoxide) 10% e agua destilada autoclavada e Tween 20 (10%), respectivamente.

Na microplaca de 96 pocos foram adicionados 100 pl de caldo Mueller Hinton
(MH) mais 100 pl das solugdes contendo a substancia, em seguida, foram feitas as
diluicbes seriadas na vertical. A atividade antimicrobiana das substancias foi
estimada analisando-se a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM), as quais foram determinadas seguindo as descri¢cbes do
documento CLSI (2014) nas concentracfes de 3.125; 1.562 ; 781,25; 390,62 ;
195,31; 97,66; 48,83; 24,41; 12,21; 6,10; 3,05 e 1,52 pug/mL para o0 extrato
hidroalcdlico de prépolis; e nas concentragcdes de 12.500; 6.250; 3.125; 1.562;
781,25.; 390,62; 195,31; e 97,66 pug/mL para a resina de umburana; em triplicata, de
acordo com o documento M100-S20.

Ao final foi acrescentado em cada poco da placa de microdiluicdo 10 pL
(1x104 UFC/mL) da suspenséo contendo o inocuo. Apos 24 horas de incubagédo a
37°C foi feito o repique para uma placa de petri G contendo MH agar com auxilio de
um replicador de microplacas e em seguida colocada novamente para incubagéao.

Apbs este passo 20ul do CTT (Cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio) foi adicionado nos
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micropogos para verificar a viabilidade das colonias, sendo a coloragéo avermelhada
indicativo de atividade oxidativa da bactéria (analise da CIM). As placas de Petri G
com as aliquotas repicadas do material foram incubado a 37 °C por 24 horas e a
CBM determinada como a menor concentracdo do EHP e da resina de umburana
gue causou a morte do microrganismo testado. Os ensaios foram feitos em triplicata

e os resultados anotados em uma planilha para posterior analise.

4.8 Atividade Anti-biofilme

4.8.1 Interferéncia do EHP e da resina de umburana com o biofiime bacteriano em

formacdo.

O protocolo de interferéncia com a formacdo do Biofilme se baseou na
metodologia de Nostro e colaboradores (2007) com modificagdes. Primeiramente, 0s
inécuos bacterianos foram cultivados em tubos contendo 3 mL de TSBg 0,25%, por
24 h a 37 °C. Apos este tempo 100 ul deste cultivo foram acrescidos em uma
microplaca de 96 pocos juntamente com 100 pyl da solugdo da substancia
antimicrobiana contendo o equivalente & metade do valor de CBM observado na
microdiluicdo em placa. Apds 24 h de incubacdo a 37 °C, as microplacas foram
submetidas a lavagem com 200 ul de agua destilada trés vezes. Em seguida, os
pocos foram corados com 100 ul de violeta de genciana 0,25% por 5 minutos. Todos
0s pogos foram novamente lavados trés vezes com 200 pl de agua destilada. Por
fim, utilizou-se 200 ul de alcool-acetona (80:20) para fazer a analise da absorbancia
em leitor de microplaca modelo EXPERT PLUS-UV e mensurada em 620 nm. A
interferéncia na formagdo do biofilme foi feita com base nos registros de
quantificacdo do biofilme antes e apds a adicdo da substancia teste.

4.8.2 Interferéncia do EHP e da resina de umburana com o biofilme bacteriano

consolidado

No biofilme Consolidado 100 pL do inéculo bacteriano foram incubados em
microplacas por 24h a 37°C, sendo feita uma primeira leitura a Oh apos a lavagem

com 200 ul de agua destilada estéril trés vezes, a fim de retirar a populacdo de
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células n&o aderidas. Em seguida 200 pL da solugdo contendo a substéancia isolada,
equivalente a metade do valor de CBM observado na microdiluicdo em placa, foi
acrescida e posteriormente incubadas por 24hs, sendo, entéo, feita a leitura a 24hs.
Apods o registro das DO’s foi feita a média das triplicatas e de posse desse valor
dividiu-se a DO de Oh pela de 24h e o resultado foi multiplicado por 100 para
verificagdo da porcentagem de interferéncia com o biofilme consolidado. Como
controle negativo foi utilizada o meio TBSg, sendo também utilizado como controle
do processo a fim de se avaliar uma provavel contaminacao (adaptado de NOSTRO
et al., 2007).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 5.620 quartos mamarios avaliados, 0,59% (33/5620) eram afuncionais,
0,83% (47/5620) apresentaram mastite clinica, 66,69% (3748/5620) foram negativos
ao teste CMT e 31,89% (1792/5620) apresentaram mastite subclinica.

Figura 4. Frequéncia de mastite clinica e subclinica em vacas provenientes de rebanhos da regido
das Bacias leiteiras de Alagoas e Pernambuco, 2017-2018.
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Destes ultimos, 28,07% (503/1792) foram classificados como mastite leve (+),
43,24% (775/1792) moderada (++) e 28,69% (514/1792) severa (+++).

Contudo para este estudo foram colhidas apenas amostras de leite dos
quartos mamarios que apresentaram mastite subclinica moderada e severa,
totalizando 1.289 amostras. Este indice elevado de ocorréncia de mastite,
principalmente subclinica, pode ser atribuido as méas condi¢cdes de higiene dos
ordenhadores, a falta de higiene durante a ordenha e a auséncia de realizacao de
praticas de controle e prevencdo no que diz respeito a mastite bovina. O papel do
ordenhador é considerado fator crucial na propriedade leiteira, a sua falta de
conhecimento em relagdo a doenca, problemas com o saneamento ambiental da

area de criacdo e o manejo inadequado dos animais no periodo durante a ordenha
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séo os principais fatores de risco identificados e estes devem ser corrigidos para
reduzir os casos da doenca e otimizar a producao de leite no pais (ACOSTA et al.,
2016).

Figura 5. Classificacdo dos casos de mastite subclinica em vacas provenientes de rebanhos da regiéo
das Bacias leiteiras de Alagoas e Pernambuco, 2017-2018.

w Classificacdo dos casos de mastite subiclinica
Severa

o 7@

Leve

As frequéncias de mastite observadas nesse estudo indicam a ocorréncia de
falhas de manejo que contribuem para a ocorréncia da referida doenca e demonstra
a necessidade de implantacdo de um programa de controle para a enfermidade nas
propriedades estudadas. Uma vez que o teste da caneca telada diariamente era
realizado apenas em uma das propriedades, em nenhuma delas era utilizada a linha
de ordenha. Em todas as propriedades era realizado o tratamento dos casos de
mastite clinica, porém em apenas duas era realizada a terapia da vaca seca, 0 que
significa que na maior parte das propriedades os animais acometidos por mastite
subclinica permanecem no rebanho, favorecendo assim a disseminacao dos agentes
patogénicos.

Os resultados obtidos neste estudo, foram semelhantes aos obtidos por Ribeiro
et al. (2006), em unidades de producao leiteira no Sul do Rio grande do Sul, onde
1,2% dos quartos mamarios em lactacdo apresentaram mastite clinica e 31,2%
mastite subclinica. A frequéncia de mastite clinica obtida neste trabalho também foi
semelhante a obtida por Oliveira et al. (2011), na bacia leiteira de Rondon no estado
do Para 1,3%; nesse mesmo estudo Oliveira et al. (2011), relataram 6,6% de

frequéncia para a mastite subclinica, valor muito inferior ao encontrado neste projeto.
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As frequéncias de mastite clinica e subclinica obtidas com esse estudo, foram
inferiores aos obtidos por Martins et al. (2010), na microrregido de Cuiabda - MT,
onde verificou-se a presenca de mastite clinica e subclinica em 5,8% e 65,0% dos
qguartos mamarios, respectivamente; e aos resultados verificados por Bueno et al.
(2002), em propriedades localizadas em Pirassununga - SP, onde observou-se
presenca de mastites clinicas em 7,4% e subclinicas em 63,6% dos quartos
mamarios. A frequéncia de casos de mastite subclinica observada nesse estudo
encontra-se além dos indices considerados toleraveis, pois Ribeiro et al. (2006),
citam que um controle adequado de mastites deve atingir niveis de ocorréncia
inferiores a 1% do rebanho para a forma clinica e 15% para a forma subclinica.
Segundo Brito e Brito (1996), a mastite bovina € o maior problema de origem
sanitaria e sua prevaléncia nos rebanhos nacionais varia de 11% a 58%. A mastite
subclinica € uma doenca constante e um fator preocupante na producéo leiteira,
visto que ndo pode ser identificada por exames fisicos habituais. Dessa forma,
observa-se a relevancia estatistica quanto a mastite subclinica nos rebanhos e a
fundamental importancia das analises microbiologicas do leite com certa frequéncia,
para que diminua o risco de depreciacao deste produto e ndo cause danos a saude
do consumidor.

A mastite pode ser controlada por condi¢cdes higiénicas em rebanhos, como
manter animais longe da agua estagnada, uso de solucdo desinfetante no Ubere
antes de ordenhar e descarte de animais (KALIWAL e KURJOGI, 2011). Para
controlar a mastite dentro dos rebanhos € necessario que se adote medidas
sanitarias rigorosas. As praticas do pré dipping e pés dipping, assim como, 0
isolamento microbiano dos animais considerados assintomaticos, devem ser
consideradas como praticas rotineiras nas propriedades produtoras de leite
(ARTUSSON et al., 2016).

De acordo com Langoni et al. (2017), o impacto das mastites na producéo de
leite esta diretamente relacionado ao grau de lesdo do tecido mamario, sendo
maiores as alteracées nos componentes do leite e mais elevadas as contagens de
células somaticas (CCS), ja a reducdo na producdo de leite deve-se a lesdo de
células epiteliais secretoras da glandula mamaria infectada. Outro fator importante é
o tratamento dos animais acometidos, seja durante a lactagdo ou no periodo de
secagem, 0 sucesso dessas medidas depende de alguns aspectos importantes,

como escolha do medicamento adequado, da distribuicdo dos ativos dentro da



43

glandula mamaria, do estado fisiolégico do animal, da precocidade com que a
terapéutica de tratamento é estabelecida e de qual microrganismo esta envolvido.
Desta maneira, € muito importante identificar os patdogenos envolvidos e usar 0s
medicamentos que tenham melhor efeito, visto que microrganismos de uma mesma
espécie, dentro do mesmo rebanho, podem ter sensibilidades distintas (COSTA et
al., 2013).

Do total de amostras de leite analisadas apds cultivo e identificacdo
microbiolégica, foram isolados 337 Staphylococcus spp. dos quais 179 foram
classificados com Staphylococcus coagulase positiva. Medeiros e Souza (2009),
analisaram 16 propriedades em S&o Paulo, onde encontraram 15,0% de
Staphylococcus spp. nas amostras de leite de quartos mamarios com mastite. De
acordo com Pinheiro de Sa et al. (2000) o microrganismo mais comum nas amostras
foi Staphylococcus spp., (32,6%).

A multipla etiologia da mastite contribui para o elevado impacto sobre a
producao leiteira, dentre 0s agentes responsaveis por esta enfermidade, destacam-
se bactérias do género Staphylococcus, que sao o0s agentes etioldgicos mais
importantes nas mastites bovinas (BARDIAU et al., 2016). Em algumas regides a
adocado de programas de controle rigido, incluindo descarte de vacas repetidoras de
mastite por este microrganismo propiciaram reducgéo significativa na sua prevaléncia.
Uma caracteristica importante e que influencia no tratamento das mastites € que
este patdgeno coloniza o epitélio do teto, fixando-se nas células epiteliais da
glandula mamaéria dificultando a acdo dos antimicrobianos. As glandulas infectadas
diminuem a producao de leite pela destruicdo permanente do parénquima,originando
areas de fibrose e micro abscessos que protegem o agente dos mecanismos de
defesa do Ubere, como a fagocitose pelos neutréfilos (RIBEIRO et al.,2016).

Os 179 isolados de Staphylococcus coagulase positiva, foram submetidos ao
teste de sensibilidade ao antibiético padréo (Oxacilina), pelo método de difusdo em
disco, onde 11,73% (21/179) foram resistentes (R), 7,82% (14/179) apresentaram
sensibilidade intermediaria (I) e 80,45% (144/179) foram sensiveis (S) ao referido
antibidtico.

A resisténcia antimicrobiana de Staphylococcus coagulase positivo, em
especial S. aureus resistente a meticilina (MRSA), que € resistente a praticamente
todos os antibiéticos B-lactamicos, € um grande desafio, no que diz respeito ao

aparecimento de cepas resistentes a terapia antimicrobiana usual (MIMICA, 2012).
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Embora a meticilina ndo seja mais produzida, o termo MRSA persistiu e pode ser
considerado como uma referéncia a resisténcia a praticamente todos os antibiéticos
B-lactamicos, sendo o teste de suscetibilidade realizado com a oxacilina e / ou
cefoxitina (PATERSON et al., 2014).

Os resistentes a meticilina apresentam uma relevancia particular, pois no
genoma dessas bactérias pode-se encontrar o gene de resisténcia mecA, que
codifica para a producdo de uma proteina de ligacdo a penicilina alterada (PBP)
(PBP2a ou PBP2’) com baixa afinidade para todos os beta-lactamicos
antimicrobianos (KWON et al., 2006; FERREIRA et al., 2010). O gene de resisténcia
responsavel pela codificacdo de betalactamases em S. aureus € o0 blaZ, que pode
esta presente no cromossomo, em plasmideos ou em tranposons (BIGNARDI et al.,
1996; LI et al., 2007). O gene mecC representa uma forma recentemente conhecida
de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que codifica um gene mec
divergente, capaz de causar infecbes em humanos e em outras espécies

hospedeiras (PATERSON et al., 2014).

Figura 6. Sensibilidade a oxacilina, dos isolados de Staphylococcus coagulase positiva, provenientes
de casos de mastite subclinica em vacas, de rebanhos na regido das Bacias leiteiras de Alagoas e
Pernambuco, 2017-2018.
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Staphylococcus Coagulase Positiva (SCP) resistentes a oxacilina, foram
submetidos ao teste de aderéncia em microplacas para quantificacdo do biofilme,
onde 100% (21/21) demonstraram capacidade de formar biofilme. Esta capacidade

de producao de biofilme pode estar relacionada ao potencial dos isolados causarem
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infec¢des crbnicas e de dificil tratamento, pois acredita-se que a capacidade de
formar biofilme, seja uma forma através da qual os microrganismos fogem do
sistema imunologico, conseguindo se manter no interior da glandula mamaria,
causando infeccdes persistentes. Resultado semelhante foi observado em estudo
desenvolvido por Melo et al.,, (2012), ao avaliarem a producéo de biofilmes por
estirpes de Staphylococcus aureus isoladas de casos de mastite subclinica bovina,
provenientes de dois rebanhos no estado de S&o Paulo, no qual 98,9% das estirpes
se aderiram a placa e foram consideradas produtoras de biofilmes. Noel et al.
(2016), ao estudarem a producao de “Slime” de isolados de Staphylococcus spp.
provenientes de casos de mastite bovina na Regido Sul-Fluminense, também
detectaram a producdo de biofiime na técnica da microplaca, em 74,4% dos
isolados.

A patogénese da mastite é atribuida a combinacdo de diversos fatores
celulares e extracelulares, sendo a formag&do de biofilme um dos principais
mecanismos para a infec¢cao bacteriana persistente ou crénica (COSTERTON et al.
1999). Jain e Agarwal (2009) descreveram que a formacao de biofilme é um fator de
viruléncia importante para diversas bactérias, inclusive Staphylococcus spp.

Além da habilidade dos Staphylococcus produzirem biofilmes ser um dos
fatores de viruléncia para a mastite, também sdo um problema em relacdo ao
tratamento das infeccbes, por permitir que os microrganismos fiqguem protegidos da
acado de antimicrobianos, desinfetantes e da fagocitose pelo sistema imune, o que
torna a mastite subclinica persistente (MELO, 2008). Essa protecao geralmente esta
associada ao fato de que, no biofilme os microrganismos estédo envolvidos pela
matriz de exopolissacarideos, a qual impede que as substancias quimicas e as
células de defesa tenham acesso as células microbianas.

Das 21 amostras que apresentaram capacidade de producédo de biofilmes,
66,7% (14/21) apresentaram-se como fortes produtoras, enquanto 4,7% (1/21) e
28,6% (6/21) demonstraram formagdo moderada e fraca, respectivamente, o que
pode estar relacionado as diferentes espécies de Staphylococcus coagulase positiva
existentes e que nao haviam sido identificadas até essa etapa do estudo.

Em estudo realizado por Noel et al. (2016), sobre a producao de biofilme de
isolados de Staphylococcus spp. provenientes de casos de mastite bovina na Regiao
Sul-Fluminense, ndo foram observados isolados com capacidade de producao de

biofilme fraca e moderada, sendo 65% dos isolados classificados como forte
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produtores e 35% como fracos produtores e foi possivel observar que diferentes
espécies de Staphylococcus spp. foram capazes de formar biofilme. Melo et al.,
(2012); estudando a producéo de biofilmes por Staphylococcus aureus isoladas de
casos de mastite subclinica bovina, provenientes do estado de Sao Paulo, obtiveram
resultados diferentes dos aqui observados, pois verificaram que a maioria (98,9%)
das estirpes de S. aureus estudadas, se aderiram fortemente a placa de poliestireno.

Stepanovic et al. (2000), ressaltam que o teste de aderéncia em placas é um
dos métodos usados com maior frequéncia para quantificar a formacao dos biofilmes
produzidos por Staphylococcus spp., além de funcionar como um indicador de
patogenicidade dos microrganismos. Este teste cora a matriz de exopolissacarideo
produzida pelos Staphylococcus sendo entdo possivel verificar se as estirpes sédo

boas formadoras de biofilme ou ndo (MELO et al., 2012).

Figura 7.Caracterizacdo de biofilme produzidos por isolados de Staphylococcus coagulase positiva
causadores de mastite subclinica em vacas na regido das Bacias leiteiras de Alagoas e Pernambuco,
2017-2018.
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Ainda em relacdo a Staphylococcus spp. a producao do biofilme € o principal
fator de patogenicidade e resisténcia no qual as ceélulas, devidamente organizadas,
ficam protegidas por uma matriz polimérica evitando a entrada dos antibiéticos para
exercerem sua acdo (ARCHER et al., 2011; LOPEZ et al., 2010). A obtencdo de
genes de resisténcia em um agregado microbiano pode acontecer por meio da
mudanca horizontal de genes entre diversas espécies e géneros. O alcance de

recentes sequéncias de DNA (acido desoxirribonucléico) sucede mediante as fases
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de conjugacdo, transducdo e transformacdo, garantindo a bactéria uma forma
acelerada de evolucéo, obtendo genes que possibilitam sua acomodacdo a um
recente meio, assim como a propagacdo de genes entre as comunidades
bacterianas (VON WINTERSDORFF et al., 2016).

ApOs caracterizacdo genotipica dos isolados de Staphylococcus coagulase
positiva, classificados como fortes e moderado formadores de biofilme, verificou-se
que 100%(15/15) foram positivos para a prensenca do gene nuc, identificando-os
como Staphylococcus aureus, reforcando a sua importancia como patdégeno da mastite
em bovinos. Staphylococcus aureus € reconhecido como importante causador de
quadros agudos e crénicos da mastite bovina. A cronicidade dessa doenca esta
ligada a varios fatores de viruléncia, entre os quais: formacdo de biofilme,
sobrevivéncia intracelular e expressao de genes (BARDIAU et al., 2016).

Observou-se ainda que 86, 7% (13/15) isolados foram positivos para a presenca
do gene blaz, responséavel pela resisténcia aos B-lactamicos e 100 %(15/15) negativos
para a presenca do gene mecA e mecC, responsaveis pela resisténcia a meticilina.
Outros autores observaram que todos os isolados de MRSA mostraram 0 mesmo
padrao de resisténcia aos B-lactamicos, sendo estes positivos tanto para o gene mecA
guanto para o gene blaZ, que sdo genes comumente detectados em S. aureus de
animais (SCHWARZ et al., 2014; WENDLANDT et al., 2013). A auséncia dos genes
mecA e mecC nos isolados sugere a existéncia de um diferente mecanismo de
resisténcia a beta lactamicos (SILVA et al, 2016)

A maioria dos isolados de Staphylococcus aureus apresentaram genes icaA,
icaD. Sendo 73,3 % (11/15) das amostras com presenca do gene IcaA e as mesmas
73,3% (11/15) com gene IcaD. A presenca do locus ica em isolados de mastite por S.
aureus confirma seu potencial papel como fator de viruléncia na patogénese da
mastite em ruminantes (MELO et al., 2013). O gene icaA, assim como IcaD,
estiveram presentes em 95,7% das estirpes de S. aureus isolados de casos de
mastite subclinica, em pesquisa realizada por Melo et al. (2012), o que demonstra
potencial acdo de producao de biofilmes. Segundo Kronung et al., (2016) a presenca
dos genes IcaD, confirma que os isolados tém potencial genético de formar biofilme.
Krewer et al. (2015) detectaram a presenca do gene icaD em 92,2% dos 210
isolados de Staphylococcus spp. provenientes de bovinos com mastite subclinica na

regido nordeste.
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Tabela 2. Resultado da pesquisa dos genes nuc, blaZ, mecA, mecC, icaA e icaD em isolados de
Staphylococcus coagulase positiva causadores de mastite subclinica em vacas na regido das Bacias
leiteiras de Alagoas e Pernambuco, 2019.

Identificacao Gene

do  isolado nuc blaz mecA mecC icaA icaD
de SCP

07PE + + - - - -
13PE + + ; ) n +
15PE + + ; ) n +
20PE + + 3 } . +
23PE + + - - + +
25PE + + ; ) n +
29PE + + 3 } . +
99AL + + - - + +
103AL + + - - + +
105AL + + 3 ; : :
166AL + + - - + +
170AL + - - - _ -
179AL + + - - - -
185AL + - ; ; ; -
190AL + + - - + +

As mastites causadas pelo S. aureus sao caracterizadas por apresentarem
baixa resposta ao tratamento e alta recidiva, quando comparado a outros
microrganismos, e este fenbmeno pode estar associado a habilidade de produzir
biofiime (SZWEDA et al., 2014). A taxa de cura da mastite causada por
Staphylococcus aureus com antibioticoterapia durante a lactacdo é muito baixa.
Muitos animais infectados que tornam-se crbnico, sdo encaminhados ao abate
(KULKARNI e KALIWAL, 2013). A indicacdo do tratamento de longa duracéo, ou
terapia estendida, tem melhorado a resposta ao tratamento em casos de mastite por
S. aureus, no entanto, com 30-50% de cura. Do ponto de vista do manejo dos
animais, devido a alta contagiosidade deste patdgeno, sua persisténcia no rebanho e
custo em funcdo ao tratamento, muitas vezes, o descarte do animal tem sido
priorizado a fim de controlaros casos de mastite em propriedades. As medidas de

controle sdo muito importantes para contribuir com a reducdo de casos de mastite
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por este patégeno (LANGONI et al., 2017).

O monitoramento da resisténcia em S. aureus é importante, pois o0 uso incorreto
e indiscriminado de antimicrobianos € um dos principais fatores que influenciam no
incremento das taxas de resisténcia (COSTA et al., 2013).

A ocorréncia natural desse patégeno em glandulas mamarias de vacas, como
agente etiolégico de mastites, também contribui para sua ocorréncia no leite e
derivados. Desse modo, além de causador da mastite, esses microrganismos em
nameros elevados representam risco potencial para saude do homem, uma vez que
produzem enterotoxinas termoestaveis que podem causar intoxicacdo alimentar
(OLIVEIRA et al., 2011). Além da producdo de enterotoxinas, uma caracteristica
importante de S. aureus € a sua capacidade de formar biofilmes, tanto em
superficies biolégicas, quanto inertes. Em muitos casos clinicos a resposta imune
do hospedeiro contra infeccbes persistentes € ineficaz, podendo levar a um quadro
de doenca cronica (ARCHER et al., 2011). O biofilme confere protecado contra as
defesas do sistema imune do hospedeiro, assim como da acdo dos antibiGticos
(BOZIC et al., 2014).

Diante disso, a utilizacdo de compostos de origem natural associados a
antibiéticos tem sido uma alternativa para o controle da patogenicidade causada por
cepas produtoras de biofilme em diferentes situagBes clinicas, havendo um efeito
sinérgico, onde essa combinagcdo permite 0 aumento do espectro de acdo do
antibiotico, a reducdo da toxicidade deste, o uso de baixas doses da droga e a
prevencado da selecdo de bactérias resistentes durante a terapia. Isso permite uma
interferéncia em diferentes alvos do biofilme, e os compostos naturais podem ter
acao tanto antibiética como imunomodulatéria, além da acdo sobre a expresséo de
genes envolvidos na formac¢éo do biofilme (COS et al., 2006; RIBEIRO et al., 2016).

Com a finalidade de combater esta organizacdo celular ou resisténcia na
comunidade microbiana altas doses do antibiotico sdo requeridas. Diante disso, as
alternativas para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias formadoras de
biofilme estdo entre as novas perspectivas para o desenvolvimento de farmacos com
acao anti-biofilme. Atualmente a utilizagdo de compostos de origem natural ou
sintética tem sido alternativas para o controle da patogenicidade causada por cepas
produtoras de biofilme em diferentes situacdes clinicas. Estes compostos podem ter
acdo tanto antibiética como imunomodulatoria, além da acdo sobre a expresséo de
genes envolvidos na formacao do biofilme (COS et al., 2006; RIBEIRO et al., 2016).
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Dessa forma, despertou-se para a necessidade de avaliar o potencial efeito
antimicrobiano da propolis vermelha e da resina de umburana. Os valores referentes
a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)
para essas substancias estdo descritos na tabela 3.

A CIM é um método laboratorial utilizado para diagnostico de confirmagéo de
resisténcia, considerada o padrédo ouro para determinar a susceptibilidade de
organismos aos antimicrobianos (ANDREWS 2001), representando a concentracao
minima da substancia necessaria para inibir o crescimento microbiano. Na Tabela 3,
observam-se valores de CIM variando de 3,125 até 781,25 pg/mL para a propolis
vermelha e valores de CIM mais elevadas para a resina de umburana com variagéo
de 195,31 até 390,62 ug/mL.

A CBM ¢ definida como a menor concentracdo necessaria para matar 99,9%
das bactérias plancténicas em crescimento, sendo uma alternativa laboratorial para
verificar o possivel efeito antimicrobiano dos compostos que estdo sendo estudados
(FLETCHER et al., 2014). Nesse estudo a Propolis vermelha apresentou uma CBM
variando de 3,125 até 1.565,50 pg/mL, enquanto a CBM para a resina de umburana
variou de 195.31 até 781,25 ug/mL (tabela 3).

Tabela 3: Concentracdo inibitéria minima (CIM) e Concentracdo bactericida minima (CBM) da
Prépolis Vermelha e da Resina de Amburana cearensis frente aos isolados de Staphylococcus
coagulase positiva causadores de mastite subclinica em vacas na regido das Bacias leiteiras de
Alagoas e Pernambuco, 2019.

Identificacéo Prépolis Vermelha Resina de Umburana
doisolado CIM(pg/mL) CBM(pg/mL) CIM(ug/mL) CBM (ug/mL)
de SCP
20PE 390,6 3.125 390,62 781,25
105AL 48,83 390,62 195,31 195,31
170AL 6,10 195,31 195,31 390,62
07PE 24,41 781,25 390,62 781,25
99AL 48,83 97,66 195,31 390,62
15PE 12,21 781,25 390,62 390,62
190AL 6,10 48,83 195,31 390,62
13PE 12,21 390,62 195,31 781,25
25PE 195,31 1.565,50 390,62 390,62

29PE 781,25 97,66 390,62 781,25
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23PE 97,66 195,31 390,62 781,25
179AL 12,21 390,62 390,62 390,62
166AL 12,21 97,66 195,31 781,25
103AL 12,21 48,83 195,31 195,31
185AL 48,83 12,21 195,31 781,25
ATCC25923 3,125 3,125 390,62 390,62

Os resultados deste estudo com a préopolis vermelha, foram superiores ao de
Bispo Junior et al. (2012) que observaram CIM de 0,7 mg/mL para o extrato
etandlico de propolis e de Cabral et al. (2009) que observaram CIM entre 62,5 e 125
pg/mL e CBM entre 250 e 500 pg/mL. As menores concentragdes foram
semelhantes aqui obtidas foram semelhantes as obtidas por Daugsch et al. (2007),
que observaram concentragdes proximas a 2,5 pyg/mL. A sensibilidade de cepas de
S. aureus a propolis corroborou com Fernandes Junior et al. (2006), e com Moura
(2019) que o testaram com a cepa multirresistente S. aureus ATCC 33591. Estes
resultados se devem a atividade antimicrobiana da prépolis, com destaque a sua
acao sobre S. aureus (PINTO et al., 2001; FERNANDES JUNIOR et al., 2003). Nao
foram encontrados estudos avaliando a atividade antimicrobiana da resina de
umburana com as concentracdes de CIM e CBM para compararmos com O0S
resultados obtidos nesse estudo.

Todas as cepas avaliadas apresentaram sensibilidade as substancias
testadas, demonstrando a necessidade do aprofundamento a respeito dos estudos
envolvendo a propolis vermelha e a resina de umburana em relacdo a atividade
antimicrobiana das mesmas, além da problemética que envolve o aparecimento de
bactérias resistentes. Mimica (2012), ressalta a importancia da utilizacdo de novas
substancias para a terapéutica contra bactérias resistentes aos antibioticos
comumente utilizados na rotina clinica. Nos resultados apresentados, o extrato de
propolis vermelha e a resina de umburana apresentaram boa atividade
antimicrobiana, inclusive no isolado ATCC 25923, que é um isolado multirresistente
(tabela 4).

Componentes naturais da propolis tem sido explorados para melhorar suas
propriedades antimicrobianas. Sendo usado os extratos de propolis sozinhos ou em

combinacdo com antimicrobianos (AFOUZAN, 2018). Todavia, 0 uso desses
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compostos naturais associados com terapias alternativas também naturais poderiam
garantir um melhor resultado e diminuir o uso de antimicrobiano, pois mesmo em
doses mais baixas este uso ainda selecionam cepas resistentes.

Todos os isolados selecionados para realizacdo do teste de atividade
antimicrobiana, da prépolis vermelha e da resina de umburana, nesse estudo foram
produtores de biofilme, variando entre moderados e fortes produtores (tabela 4). Ao
realizar o ensaio para se observar a influéncia do extrato dessas substancias na
formacéo do biofilme desses isolados, pode-se observar que as mesmas reduziram
a producao de biofilme. Sendo a reducao observada em 100% (15/15) das amostras
com o uso da propolis vermelha e 86,7% (13/15) com a utilizacdo da resina de
umburana (tabela 4). Sendo um resultado relevante, visto que a producdo de
biofilme é um obstaculo para uma terapia clinica eficaz no tratamento de mastites

causadas por estes microrganismos.

Tabela 4. Resultados da quantificagdo de biofilme e interferéncia sobre o biofiime em formagédo do
extrato de préopolis vermelha e da resina de Amburana cearensis em isolados de Staphylococcus
coagulase positiva causadores de mastite subclinica em vacas na regido das Bacias leiteiras de
Alagoas e Pernambuco, 2019.

Identificag&o Antes ApOs contato
doisolado  Quantificacdo Proépolis Vermelha Resina de
de SCP Umburana
20PE FORTE FRACO FRACO
105AL FORTE FRACO FRACO
170AL FORTE FRACO FRACO
07PE FORTE FRACO FORTE
99AL FORTE FRACO FRACO
15PE FORTE FRACO MODERADO
190AL FORTE FRACO MODERADO
13PE FORTE FRACO FRACO
25PE FORTE FRACO FRACO
29PE MODERADO FRACO FORTE
23PE FORTE FRACO FRACO
179AL FORTE FRACO MODERADO
166AL FORTE FRACO MODERADO

103AL FORTE NEGATIVO FRACO
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185AL FORTE FRACO FRACO
ATCC25923 FORTE NEGATIVO FRACO
ATCC33591 FRACO - -

Com o uso da propolis vermelha, a amostra (1/15) que era moderada
produtora de biofilme passou para fraca produtora e das amostras que eram fortes
produtoras de biofilme (14/15), 92,9 % (13/14) passaram para fracas produtoras e
7,1% (1/14) apresentou resultado negativo para producdo de biofilme. Ja com a
utilizacao da resina de umburana 71,4% (10/14) das amostras fortes produtoras de
biofilme passaram a fracas produtoras e 28,6% (4/14), passaram para moderadas
formadoras de biofilme (tabela 5). O que mostra que as substancias interferiram
diretamente na formacdo do biofilme. As substancias em teste também interferiram
na producdo de biofilme pela ATCC25923 que era forte produtora e com o0 uso da
propolis passou a negativa e a fraca produtora na presenca da resina de umburana
(tabela 5).

A eficacia do extrato de propolis vermelha e da resina de umburana no
biofiime ja consolidado também foi satisfatoria (tabela 5), o que sugere a acao
destas substancias inovadoras contra esta estrutura de resisténcia, observando-se o
promissor potencial anti-biofilme e antibacteriano destas substancia e justificando a
importancia dos produtos naturais como agentes de inspiracdo para sintese de

novos compostos com atividade biologica.

Tabela 5 — Interferéncia da propolis vermelha e da resina de Amburana cearensis sobre biofilme
consolidado de isolados Staphylococcus coagulase positiva, causadores de mastite subclinica em
vacas na regido das Bacias leiteiras de Alagoas e Pernambuco, 2019.

Identificacdo do Interferéncia da Prépolis Interferéncia da Resina de
isolado de SCP Vermelha (%) Umburana (%)

20PE 104,25 138,25

105AL 103,66 86,82

170AL 105,07 107,69

07PE 89,36 104,84

99AL 98,32 111,54

15PE 103,52 83,93

190AL 51,65 92,37

13PE 104,49 126,60
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25PE 104,15 74,85
29PE 106,21 133,33
23PE 80,81 109,30
179AL 101,08 138,46
166AL 101,83 100,33
103AL 94,30 96,48
185AL 103,21 145,70
ATCC25923 88,00 77,09

Uma alternativa é a combinacdo sinérgica entre o produto natural e o
antibiotico. Muitas vezes este efeito sinérgico acontece entre drogas com
mecanismos conhecidos de atividade antibacteriana e anti-biofilme; que atuam
desestabilizando a matriz polimérica, enfraquecendo o sistema de comunicagao
bacteriana (quorum-sensing) ou mesmo matando a comunidade microbiana
formadora do biofilme. As vantagens desta combina¢do sdo o aumento do espectro
de acdo do antibidtico, a reducdo da toxicidade deste, o uso de baixas doses da
droga e a prevencdo da selecdo de bactérias resistentes durante a terapia. 1sso
permite uma interferéncia em diferentes alvos do biofilme (RIBEIRO et al., 2016).

Quando o biofilme estd bem consolidado a penetracédo e a consequentemente
destruicdo pelo o sistema imune do hospedeiro e dos antimicrobianos torna-se
dificultada (WOLCOTT, 2010). Os resultados da ac¢do das substancias sobre o
biofilme consolidado sdo bastante promissores, pois as principais pesquisas
utilizando produtos naturais como potenciais fontes de substancias antibiofiime
restringem-se apenas a interferir com as etapas iniciais da formacédo do biofilme
(CHUSRI; NA PHATTHALUNG; VORAVUTHIKUNCHAI, 2012; SALTA et al. 2013).

Os produtos naturais, tanto 0s compostos puros como extratos de plantas
medicinais, sd@o novas alternativas para o desenvolvimento de drogas
antimicrobianas e a sintese de novos farmacos tem conduzido a um aumento do
interesse na “redescoberta” dos produtos naturais, bem como no melhoramento da
eficiéncia do processo de sintese quimica. Contudo a complexidade destes produtos
e a falta de garantia de um fornecimento renovavel gera um certo desinteresse para
a industria farmacéutica. Todavia o uso dos conhecimentos etnofarmacolégicos é
uma alternativa para reduzir o empirismo e aumentar a probabilidade de sucesso no

desenvolvimento de novas drogas de origem natural (CRAGG e NEWMAN, 2013;
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COS et al., 2006; TAYLOR, 2013).

As fontes naturais oferecem possibilidade para descoberta de substancias de
interesse terapéutico, além disso, a biodiversidade brasileira representa uma enorme
importancia cientifica, social, econdémica, cultural e ambiental. No Brasil, as
pesquisas envolvendo a busca de novos farmacos proporciona o0 envolvimento
multidisciplinar da pesquisa, bem como o desenvolvimento tecnolégico nacional.
Apesar deste avanco, muitos biomas brasileiros ainda sdo pouco explorados como
fontes de substancias de interesse terapéutico (COSTA-LOTUFO et al.,, 2010;
BARREIRO e BOLZANI, 2009). E a enfatica necessidade por novos fdrmacos para o
tratamento de doencgas, incluindo as infeciosas, aumentou a demanda para
descoberta de novas drogas, sendo a utilizacdo de produtos naturais a alternativa
mais favoravel para tal (CRAGG e NEWMAN, 2013; TAYLOR, 2013; UPADHYAY et
al., 2014).
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6. CONCLUSAO

O extrato de prépolis vermelha e a resina de umburana apresentaram
atividade antimicrobiana e antibiofilme, tanto para o biofiime em formag&o quanto
consolidado dos isolados de staphylococcus coagulase positiva estudados. Porém
ainda, sdo necessarios outros estudos para padronizacdo das concentracfes e da
forma de utilizacdo das referidas substancias de forma isolada ou em associacéo

com antimicrobianos.
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