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INTRODUCAO

A mastite bovina, caracterizada pela inflamacao da glandula mamaéria, é a principal doenca que
atinge os rebanhos leiteiros no Brasil e no mundo. E causada principalmente por bactérias, podendo
ser de origem ambiental ou contagiosa, e causa grandes prejuizos econémicos devido ao gasto com
tratamento e descarte do leite, além de diminuir a producdo e a qualidade do leite dos animais
infectados e comprometer a salde da glandula maméria para lactagbes futuras. Entre os
microrganismos importantes na etiologia da mastite, podemos destacar: Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Streptococcus agalactiae e Streptococcus uberis. Normalmente o tratamento da
mastite bovina requer utilizacao de antibioticos, o que leva a um grande consumo dessas drogas nas
fazendas leiteiras. Além disso, como prevencdo da mastite sdo adotadas técnicas como o dipping, que
consiste na imersdo dos tetos dos animais em solucgdes antissepticas, antes e apos a ordenha, e terapias
de vaca seca, com inoculagdo intramamaria de antimicrobianos apds a secagem do animal, a fim de
tratar infeccGes estabelecidas e prevenir novas infecgbes. Contudo, a resisténcia bacteriana a
antimicrobianos e antissépticos vem sendo relatada na literatura, devido a exposi¢do frequente a estes
principios ativos e pressdo seletiva para emergéncia de cepas mutantes. Neste sentido, faz-se
necessario a busca por antimicrobianos alternativos para prevencao e tratamento da doenca. Uma
possibilidade é a prépolis, um composto natural produzido por abelhas cuja atividade antimicrobiana
é conferida por um conjunto de principios ativos que atuam em sinergia, dificultando o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar a
susceptibilidade in vitro de cepas de referéncia e cepas multirresistentes de S. aureus e E. coli isoladas
de mastite bovina a trés extratos alcodlicos de propolis de abelhas da espécie Apis Mellifera,
produzidos nas cidades de Lavras, Barbacena e S&o Vicente de Minas, em Minas Gerais, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras de propolis verde, produzidas por abelhas Apis mellifera, foram adquiridas de
produtores comerciais nas cidades de Lavras, Barbacena e So Vicente de Minas, em Minas Gerais.
As prépolis foram extraidas em concentracdo de 10% (1:10) em etanol 70% (v/v) por meio de agitacédo
continua e sonicacdao. Em seguida, os extratos foram filtrados, rotavaporizadas, secos e liofilizados.
Por fim, ressuspendeu-se o contetdo liofilizado em etanol 70% na concentracdo de 10 mg/mL.

Os microrganismos utilizados para teste de concentragdo inibitéria minima foram: Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Enterococcus faecalis ATCC 29212,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2921, Streptococcus agalactiae ATCC 13813, Streptococcus uberis
ATCC 700407. Além disso, testou-se dez cepas multirresistentes (resistentes a 4 ou mais classes
antimicrobianas) de E. coli (n=6) e S. aureus (n=4) isoladas de casos de mastite bovina, pertencentes
a colecdo de Microrganismos dos Laboratorios Integrados de Sanidade Animal e Saude Coletiva
(LISASC), da Universidade Federal de Lavras.

Para testar seu potencial antimicrobiano foram realizados testes de microdilui¢do em caldo para
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), adaptando o protocolo preconizado para
testes com antimicrobianos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), manuais M100
e M07 (CLSI, 2018). Todas as espécies bacterianas foram cultivadas em agar Mueller Hinton,
enriquecido com 5% de sangue ovino para as Streptococcus spp., e incubadas a 37 °C por 24 h. O
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indculo bacteriano foi ajustado na concentracdo 0,5 da escala de McFarland utilizando solucéo salina
(NaCl 0,85%, pH 7.0). Os ensaios foram realizados em duplicata em caldo Mueller Hinton e os
extratos de propolis foram diluidos (1:2 v/v) em para obter a concentracdo inicial testada de 5,0
mg/mL. A interpretacdo do resultado foi realizada de forma visual sequida de semeadura em agar do
conteudo dos pogos em que ndo foram observado crescimento bacteriano, a fim de determinar acéo
bactericida ou bacteriostatica. Ensaios utilizando alcool 70% foram realizados para avaliacdo do
efeito antimicrobiano do &lcool contido no extrato. Gentamicina foi utilizada para controle de
qualidade dos inoculos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As CIMs de cada extrato alcodlico de prépolis para cada isolado testado estdo demonstradas
na Tabela 1. De forma geral, na concentracdo de 5 mg/mL, os extratos foram capazes de inibir todas
as cepas, com excecdo de uma E. coli multirresistente isolada de mastite [93,75% (15/16)]. Foram
observadas variacdes em relacdo ao tipo de microrganismos, com bactérias Gram-negativas (E. coli
e P. aeruginosa) requerendo uma maior concentracdo do composto para serem inibidas. Observou-se
também variacdo entre os extratos, sendo o extrato 3, de Sdo Vicente de Minas, capaz de inibir as
cepas em uma concentracdo menor do que os demais. Estas diferencas provavelmente se devem a
variacdes nos componentes quimicos destes extratos, entre eles os flavondides, associados a atividade
antimicrobiana. Estudos futuros para caracterizacdo bioquimica destes compostos serdo realizados e
comparados a atividade antimicrobiana in vitro.
Figura 1. CIM dos extratos alcodlicos de prdpolis testados para cada isolado.
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Do ponto de vista pratico, os resultados se mostraram promissores para a adogdo do extrato
alcoolico de propolis para prevenir ou tratar infeccbes intramamarias, uma vez que cepas
multirresistentes isoladas de mastite foram inibidas pelo composto. Contudo, estudos in vivo ainda
precisam ser realizados para determinacdo da concentracdo ideal para utilizacdo a campo nas
diferentes formas (dipping, tratamento de vaca seca ou terapia antimicrobiana), bem como a
seguranca do composto em contato com os tecidos animais. Neste sentido, a utilizacdo nos tetos,
como dipping, parece uma alternativa mais segura que a inoculagdo intramamaria, devido a possivel
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acdo abrasiva do etanol. Além disso, a utilizacdo como tratamento precisa ser melhor investigada,
uma vez que outros estudos demonstraram uma possivel inibicdo do efeito bactericida da propolis em
contato com o leite. Por fim, € importante mencionar que a a¢do bactericida foi determinada em ensaio
in vitro com 24 h de exposi¢éo ao principio ativo, enquanto o tempo de exposi¢do para a técnica de
dipping é reduzido, sendo um fator a ser levado em consideracdo ao determinar concentracdo em
estudos futuros.

CONCLUSAO

Extratos alcoolicos de propolis das abelhas africanizadas Apis mellifera das regides testadas
mostraram atividade bactericida in vitro contra cepas bacterianas de referéncia e contra cepas
multirresistente de E. coli e S. aureus. Sugerindo que existe potencial para utilizacéo da prépolis como
antimicrobiano em quadros de mastite bovina.
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