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RESUMO: A mastite € responsavel por perdas consideraveis aos produtores e as
industrias. A utilizacdo de terapias convencionais tem resultado em resisténcia por
parte dos microrganismos além de residuos eliminados no leite, interferindo na
producdo de laticinios e na saude publica. Na busca por terapias alternativas,
particularmente o0s apiterapicos tem demonstrado bons resultados frente a
diferentes microrganismos causadores de enfermidades. Em um experimento com
10 amostras de leite de animais positivos ao teste de CMT onde sete apresentaram
crescimento bacteriano, verificou-se a eficacia in vitro da geopropolis da abelha
Jatai (Tetragonisca angustula) contra bactérias patogénicas isoladas e identificadas
nessas amostras como Stapylococcus sp. coagulase-negativos.

Palavras-chave: apiterapia; bovinos; doenga da mama,; prépolis

ABSTRACT: The mastitis is responsible for considerable losses to the producers
and to the industries. The use of conventional therapies has been made resistance
for part of the microorganisms besides residues found in the milk, interfering in the
production of dairy products and in the public health. The demand of alternative
therapies, particularly the apiterapy, has been demonstrating good results in front of
different microorganisms which caused illnesses. In a experiment with 10 samples of
milk of positive animals to the CMT test when seven presented bacterial growth, it
was found the efficiency in vitro of the geopropolis of the bee Jatai (Tetragonisca
angustula) against Stapylococcus sp. coagulase-negatives.
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INTRODUCAO

O leite consiste em uma das
principais fontes de proteina para a
populacdo humana e, devido a isso, ha
uma preocupacao constante com a sua
qualidade. A mastite, definida como a
inflamacdo da glandula mamaria,
considerada, sob o ponto de vista
econdbmico, como a doenca mais
relevante de bovinos leiteiros em todos
0s continentes, exerce influéncia
extremamente prejudicial sobre a
composicdo e sobre as caracteristicas
fisico-quimicas deste produto (Costa et
al. 2008).

A etiologia complexa e multivariada
da mastite composta, principalmente,
por Staphylococcus coagulase positivos,
Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis e
Staphylococcus coagulase negativos
entre outros, transmitidos,
principalmente, durante a ordenha
(Yamamura et al. 2007; Costa, 2008)
exige um controle rigoroso no sentido da
erradicacdo desses microorganismos
contagiosos e a manutencdo de baixos
indices de mastite ambiental (Mdller,
2002; Ribeiro et al. 2009).

O tratamento ideal da mastite seria
aguele que eliminasse todos os
processos infecciosos do Ubere sem
qualquer alteracao no leite (Pinto, 2000;
Pinto et al, 2001; Nader Filho et al.
2007), ja que, de acordo com Batista et
al. (2008) e Ribeiro et al. (2009), o
residuo de drogas antimicrobianas pode
gerar um impacto no desenvolvimento
de bezerras alimentadas com leite de
vacas em tratamento podendo surgir, ao
longo do tempo, resisténcia bacteriana
e/ou reacgOes adversas.

Desse modo, a demanda por
novas formas de criagdes utilizando um
manejo voltado para prevencdo de
doencas e que preconize o uso de
terapéuticas mais suaves, como as
terapias alternativas, sao consideradas,
se contrapondo aos modelos

convencionais de criagdo com a
utilizacdo de medicamentos alopaticos
(Honorato, 2006). As terapias
alternativas, economicamente viaveis,
socialmente justas e ambientalmente
corretas podem gerar uma relacdo
equilibrada entre os fatores ambientais,

socioculturais e econdmicos
(Villavicencio et al. 2007; Costa; Araujo,
2009).

A apicultura é considerada uma
das atividades agricolas que mais
crescem no Brasil nas ultimas décadas
se tornando uma das que mais realiza a
inclusdo social no setor agropecuario,
aliando crescimento e expansdo da
producdo apicola a utlizagdo desses
produtos para uso terapéutico (Trovo;
Silva; Ledo, 2003).

Dentre os produtos das abelhas,
do género Apis, mais conhecidos
destacam-se o0 mel e a propolis, essa
ultima j& bastante utilizada para
diferentes fins terapéuticos, com acfes
antimicrobianas, anti-inflamatorias,
anticarinogénicas (Duarte et al. 2003),
antitumorais, citotéxicas (Torres et al.
2008), antivirais (Lustosa et al. 2008),
antioxidantes, imunomodulatérias e
antillceras (Sousa et al. 2007)
devidamente comprovadas.

De acordo com Loguercio et al.
(2006) o extrato de propolis possui
efeito antimicrobiano em 90,5% das
amostras bacterianas testadas, contra
Staphylococcus coagulase-positivo e
Streptococcus sp., isolados em casos
de mastite bovina, possuindo efeitos
superiores a antimicrobianos
comumente utilizados para tratamento
dessa enfermidade. Silva et al. (2008)
concluiram, apos isolamento bacteriano
de microrganismos patogénicos em
mastite, que a propolis possui
capacidade de inibir o crescimento da
Pasteurella sp. e Staphylococcus
coagulase-positivo e Borges et al.
(2014) encontraram cerca de 75% da
atividade inibitéria do controle-positivo
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(gentamicina) frente ao Staphylococcus
aureus e Staphylococcus sp..

Abelhas sem ferrdo produzem
geopropolis, com as mesmas funcbes
na colmeia que a propolis das Apis
como vedacao de colmeias e protecdo
de ninhos (Dutra et al. 2008) e uma
espécie de abelha indigena sem ferrdo
(Tetragonisca angustula) popularmente

conhecida como abelha Jatai, €
particularmente interessante pois,
segundo Miorim et al. (2003), a

geopropolis e o mel dessa abelha
possuem atividades antimicrobianas
contra bactérias da espécie
Staphylococcus aureus, efeitos
atribuidos a diversos compostos
polifendlicos que possui (Sousa et al.
2007; Lustosa et al., 2008).

Conforme resultados observados
por Silva et al. (2008), a geoprépolis da
espécie Melipona subnitida, da mesma
familia que a Tetragonisca angustula
inibiu o crescimento de Bacillus sp.,
Pasteurella sp., Pseudomonas sp.,
Stahylococcus coagulase-negativa e
Staphylococcus coagulase-positiva
isolados em leite de vacas com mastite
subclinica.

Este trabalho tem como objetivo
verificar in vitro a atividade
antibacteriana da geopropolis da abelha
Jatai (Tetragonisca angustula) contra
bactérias patogénicas isoladas em leite
de vacas com mastite.
MATERIAL E METODOS

Procedéncia e coleta das
amostras

As amostras de leite foram
obtidas de 10 vacas de um rebanho
localizado na Propriedade Rancho
Ferradura, no municipio do Carmo,
estado do Rio de Janeiro. A criagdo era
formada por animais mesticos, de varias
idades, criados em sistema semi-
intensivo, utilizando ordenha manual e
em diferentes estagios de lactacéo.

Antes da ordenha as vacas foram
submetidas a limpeza dos tetos com
agua e sabao, secas com papel toalha e
submetidas ao processo de antissepsia
com alcool 70%. Posteriormente cada
teto foi imerso em &lcool iodado a 10%
e, em seguida, desprezado o primeiro
jato. Foram colhidas 40 amostras de
leite, correspondendo aos quatro tetos
de cada vaca e realizado o California
Mastitis Test (CMT) kit Faetec, de
acordo com a recomendagao do
fabricante, para identificacdo dos tetos
comprometidos pela mastite. No
intervalo entre os testes, era feita a
desinfeccdo da raquete com agua e
sabdo neutro e secagem com papel
toalha.

Dos animais positivos,
coletadas amostras
aproximadamente 10 mL de
referentes aos 10 tetos mais
acometidos, em tubos estéreis,
previamente identificados com o nome
do animal e respectivo quarto. Dentre
essas amostras, duas apresentaram
reacdo leve (+), cinco apresentaram
reacdo moderada (+ +) e trés
apresentaram reacdo intensa (+ + +) de
acordo com a viscosidade observada no
Teste de CMT. Essas amostras foram
acondicionadas em isopor com gelo e
encaminhadas ao Laboratério de
Microbiologia Veterinaria do Centro
Universitario Serra dos Orgdos -
UNIFESO.

foram
com
leite,

Isolamento e identificacdo dos
microrganismos

Uma porcdo (referente a uma
alcada) de cada uma das 10 amostras
foi semeada em tubos de ensaio
contendo meio de cultura Triptona Soja
Caldo (TSB) e incubados em estufa
bacteriologica a 37°C por 24 horas, a
fim de se observar o crescimento de
microrganismos.  Posteriormente  as
colénias obtidas foram submetidas a
bacterioscopia (Método de Gram) para
evidenciagdo  dos  microrganismos
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através da observacao das
caracteristicas morfo-tintoriais.

Apos a identificagdo de bactérias
do género Staphylococcus sp., foram
feitas repicagens em placas de Petri
contendo meio de cultura Chapman,
sendo incubadas a 37°C por 24 horas, a
fim de obter -culturas puras para
realizagdo de testes antibiograma. Foi
realizado novo teste de Gram para
confirmagé&o do isolamento bacteriano.

Teste de coagulase

Apos isolamento do
Staphylococcus sp., realizou-se o teste
de coagulase onde foram coletadas de
2-4 colonias referentes a cada amostra
isolada em meio de cultura Chapman e
colocadas em tubo de ensaio
juntamente com 0,5mL de plasma de
coelho com EDTA pipetados com pipeta
estéril, a fim de observar formacédo de
coagulos. Os tubos foram colocados em
estufa bacteriolégica a 37°C durante 1
hora.

O teste foi repetido em lamina
colocando-se uma porcédo (referente a
uma alcada) de solugdo salina
juntamente com 2-4 coldnias referentes
a cada uma das amostras presentes em
meio Chapman e uma porc¢éo de plasma
de coelho com EDTA com o mesmo
objetivo, fazendo-se uma analise
imediata.

Repicagem para TSB

Foi coletada uma colbnia de cada
amostra isolada em meio de cultura
Chapman e feita repicagem para tubos
de ensaio contendo meios TSB para
obter culturas jovens para realizacao do
antibiograma.

Coleta e diluicéo da geopropolis

O recolhimento da geoprépolis foi
feito no apiario Serrano, em Teresopolis,
a partir da raspagem das colmeias de
Tetragonisca angustula, principalmente
nas paredes internas proximas a tampa,
acondicionados em um frasco estéril

com tampa de borracha e,
imediatamente, encaminhado ao
Laboratoério de Microbiologia Veterinaria
do UNIFESO.

O extrato de geopropolis foi
formulado a partir da metodologia
descrita por Park et al. (1998) a 80%
com zona de inibicdo de 1,5mm de
crescimento microbiano.

Preparo dos discos com extrato
de geopropolis

Os discos de papel de filtro (5 x
1mm de diametro) foram obtidos
artesanalmente, esterelizados em estufa
e Iimpregnados com o0 extrato de
geoproépolis, permanecendo em repouso
em placa de Petri lacradas com fita
isolante durante 15 minutos para,
posteriormente, serem mantidos em
estufa a 60°C durante 4 horas para
eliminacdo de qualquer residuo
etanolico de acordo com Park et al.
(1998).

Antibiograma

Para esse teste foi utlizado o
Agar Mueller-Hinton contido em tubos
de ensaio devidamente esterelizados,
submetidos a fusdo e mantidos em

banho-maria a 50°C para
permanecerem em estado liquido.
Posteriormente, foram  adicionados

0,dmL da cultura contida em TSB,
referentes a cada amostra, em cada
tubo contendo o Agar Mueller-Hinton,
submetidos a homogeneizacdo e
vertidos em placas de Petri devidamente
identificadas. Apds a solidificacdo do
meio  contendo a cultura do
Staphylococcus sp., foram colocados,
em cada placa, 4 discos de papel
contendo o extrato de geopropolis e as
mesmas incubadas a 37°C por 24 horas
a fim de fazer a leitura a partir da
medicao do halo de sensibilidade.

Archives of Veterinary Science, v.21, Supl 1, p.38-46, 2015.



42

Antimicrobial activity of bee geopropolis of jatai (Tetragonisca angustula) against bacteria isolated from crossbred cows milk with mastitis

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 24 horas da semeadura
pode-se observar presenca de turvagao
nos meios de cultura TSB onde se
cultivaram as amostras, 0 que indicou
crescimento microbiano (Figural).

A bacterioscopia (teste de Gram)
permitiu, por meio da visualizacdo das
caracteristicas morfo-tintoriais a
identificacdo de Staphylococcus sp. em
todas as amostras analisadas (Figura
2).

-
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Figural- Crescimentomicrobianoindicado pela
turvacdo em meiode culturaTSE,

Figura 2 — Fotomicrografia demonstrando a

presenca do Staphylococcus sp. presente no
|leite de vacas mastiticas.

Da semeadura em meio de
cultura  Chapman observou-se
crescimento bacteriano em 7 das 10
amostras apos 24 horas de incubacéo a
37°C (Figura 3), fato que pode ser

justificado por nem sempre haver
crescimento microbiano em amostras
positivas ao teste de CMT devido a que
0 agente patogénico ndo esteja sendo
eliminado de forma continua dando
resultado falso negativo, de acordo com
Ribeiro et al. (2003). Novamente pode-
se confirmar, através da bacterioscopia,
a presenca de Staphylococcus sp.

Figura3 — Crescimentobacterianoem meio
de cultura Chapman,

No teste de coagulase ndo foram
observadas formacfes de coagulos em
nenhuma das amostras analisadas,
caracterizando, portanto, o]
Staphylococcus sp. coagulase-negativo.
Os tubos retornaram a estufa por mais
uma hora para confirmagéo do resultado
novamente dando negativo. A repeticdo
do teste de coagulase em lamina obteve
0 mesmo resultado.

A repicagem para meio TSB e a
confirmagdo em lamina demonstraram o
mesmo resultado negativo
caracterizando o] Staphylococcus
coagulase-negativo que, de acordo com
Yamamura et al. (2007) e Costa (2008),
€ uma das bactérias mais comuns na
forma subclinica da doenca.

Na realizacdo do antibiograma,
ndo se observou a formacédo de halo de
inibicho nas 7 amostras analisadas,
sugerindo que o extrato de geoprépolis
ndo fosse eficaz contra bactérias do
género  Staphylococcus  coagulase-
negativa, embora Sousa et al. (2007) e
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Lustosa et al. (2008) tenham constatado
essa acao.

Devido a isso, foi realizado novo
antibiograma onde a metodologia
referente ao preparo dos discos foi
modificada. Esses nao foram
submetidos a estufa a 60°C por 4 horas,
e sim impregnados com extrato de
geopropolis e colocados diretamente
nas placas de Petri contendo a cultura
microbiolégica em Agar Mueller-Hinton.
Outros discos de papel foram
impregnados com é&lcool de cereais a
96% funcionando como controle. As
placas de Petri foram colocadas em
estufa a 37°C por 24 horas com o
objetivo de observar a formagao de halo
de inibichio. Novamente ndo se
observou sensibilidade do
Staphylococcus coagulase-negativa ao
extrato alcodlico de geoprépolis, o que
suscita a necessidade mais testes.

Diante dos resultados negativos
anteriores, uma nova metodologia foi
adotada na tentativa de confirmar a
resisténcia do Staphylococcus
coagulase-negativa frente ao extrato de
geopropolis da abelha Jatai e novos
repiqgues da cultura bacteriana em
qguestao foram feitos, a fim de realizar o
antibiograma em meio liquido.

Ap6s 24 horas de incubagdo a
37°C e confirmacdo do crescimento
bacteriano pelo Método de Gram, as
amostras foram novamente repicadas,
cada uma em dois tubos de ensaio
contendo, o primeiro, 1,0mL e o
segundo, 0,5mL de extrato de
geopropolis e encubados a 37°C por
mais 24 horas a fim de observar se
houve, ou ndo, crescimento bacteriano.
Passadas 24 horas, novos repigues
foram feitos referentes aos tubos
contendo 1,0mL e 0,5mL de extrato de
geopropolis em meio de cultura TSB
com o objetivo de observar crescimento
microbiano. Apés 24 horas de
incubacdo em estufa a 37°C nao foi
possivel observar qualquer turvacdo no
meio, O que sugere a auséncia de

microorganismos (Figura 4), o que foi
confirmado na bacterioscopia por meio
do Teste de Gram onde nao foi

observada a existéncia do
Staphylococcus coagulase-negativa
(Figura 5).

Figura-4-Comparacdo do antibiograma com
aspectoturvo (a) emrelacdo uma cultura
microbiana com aspectolimpido (b).

Figuras — Bacterioscopiarevelando a auséncia
de Staphylococcus coagulase-negativa,

Nesse teste, houve eficacia do
extrato de geoprépolis de Tetragonisca
angustula frente bactérias
Staphylococcus coagulase-negativa, a
semelhanca da geoprépolis de outras
abelhas indigenas como a Melipona

subnitida, efetiva  contra  varias
bactérias, particularmente o]
Staphylococcus coagulase-negativa

presente em mastite bovina testada por
Silva et al. (2008).
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A diversidade de resultados
encontrados frente as diferentes
metodologias aplicadas na confeccéo do
antibiograma leva a hipotese de que
algo interferiu durante a impregnacao
dos discos de papel e sua colocacdo
sobre o Agar Mueller-Hinton contendo a
cultura bacteriana. Possivelmente, a
presenca de algum composto nha
geopropolis da abelha Tetragonisca
angustula pode ter interferido na
impregnacao dos discos, ja que, quando
o extrato do geopropolis foi colocado em
meio liquido, sua eficacia antimicrobiana
foi demonstrada, provavelmente devido
a possibilidade de sua expansdo por
toda cultura bacteriana.

CONCLUSAO

Para que seja utilizado como
tratamento alternativo, devem ser
realizados novos estudos com relacdo a
composicdo e  propriedades da
geopropolis, ja que foram obtidos
resultados divergentes nas diferentes
metodologias utilizadas.

NOTAS INFORMATIVAS

Este trabalho, protocolado n°
0245/2008, foi aprovado pela Comissdo
de Etica no Trato com Animais da
FESO, em reunido ordinaria realizada
em 13/02/2009.
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