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RESUMO: As bactérias Gram-positivas Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus sao as
principais causadoras da mastite em vacas leiteiras. Estima-se que as perdas anuais causadas por
essa doenca chegam a 35 bilhdes de ddlares. Considerando a seguranca de alimentos, o presente
trabalho objetivou determinar o potencial da prépolis no combate a bactéria Staphylococcus aureus,
causadora da mastite bovina, visto que, os tratamentos convencionais a base de antibiéticos, se
administrados de maneira incorreta e se ndo forem respeitados os periodos de caréncia, podem
deixar residuos no leite. Para tanto, cepas da bactéria foram isoladas do leite de vacas portadoras,
identificadas através de testes de CMT (California Mastit Test) e mantidas em agar nutriente a 37°C.
A atividade antimicrobiana da prépolis foi determinada através do desenvolvimento colonial da
bactéria em meio de cultura com a referida substancia nas concentracdes de 2, 4, 8 e 16 mL/L de
agua destilada. O diametro médio da colonia bacteriana submetida a concentracdo de 2 mL/L
de extrato etandlico de prépolis (EEP) variou de 2,19 a 3,11cm, enquanto que na concentragao
de 4 mL/L o crescimento observado foi de 1,44 a 1,81. Para as concentragdes de 8 e 16 mL/L os
crescimentos foram de 0,69 a 0,90 cm e 0,41 a 0,55 cm, respectivamente. A prépolis possui agao
inibitoria in vitro sobre a bactéria estudada causadora da mastite, sendo uma alternativa para
estudos in vivo do tratamento em substituicdo aos bactericidas convencionais.
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USE OF PROPOLIS IN in vitro CONTROL OF GRAM-POSITIVE BACTERIUM Staphylococcus aureus
CAUSING MASTITIS IN DAIRY COWS

ABSTRACT: Gram-positive bacteria Streptococcus agalactiae and Staphylococcus aureus are the main
mastitis causes in dairy cows. It is estimated that the annual losses caused by this disease amount
to 35 billion dollars. Considering food safety, the present work aimed to determine the potential
of propolis against Staphylococcus aureus bacterium that causes bovine mastitis, since conventional
treatments based on antibiotics if administered incorrectly and if they don’t respect the grace
periods, can leave residues in milk. Bacterium strains were isolated from milk of susceptible cows,
identified through CMT tests (California Mastit Test) and maintained in agar nurient at 37°C. The
antimicrobial activity of propolis was determined through colonial development of the bacterium
in a culture medium with this substance in concentrations of 2, 4, 8, and 16 mL /L of distilled water.
The average diameter of the bacterial colony subjected to 2 mL/L propolis ethanolic extract (EEP)
concentration varied from 2.19 to 3.11 cm, while at a concentration of 4 mL/L was observed a
growth from 1.44 to 1.81. For concentrations of 8 and 16 mL/L the growths were from 0.69 to
0.90 cm and 0.55 to 0.41 cm, respectively. Propolis has an inhibitory action in vitro on studied
mastitis-causing bacteria, being an alternative for in vivo studies of treatment instead conventional
bactericides.

Keywords: Apis mellifera, bactericidal activity, subclinical mastitis, organic milk production.
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INTRODUCAO

A mastite bovina é uma enfermidade complexa,
resultado de interacdes entre ambiente, hospedeiro
e micro-organismo (FONTANA ef al., 2012). Dentre
os patégenos causadores da mastite staphylococcus
aureus é reconhecido como o principal agente
causal, sendo ainda potencialmente responsavel
por alguns tipos de intoxicagdes no homem,
estando ainda relacionado a varios surtos de
doencas transmissiveis por alimentos (LAMAITA et al.,
2005). Essa doenga é a principal responsavel pelos
prejuizos econdmicos causados aos produtores de
leite do mundo inteiro (Siva et al., 2012).

O procedimento mais comum no tratamento
da mastite é o uso de antibiéticos, responsaveis
por deixar residuos quimicos no leite e promover
o desenvolvimento de estirpes bacterianas
resistentes. Estes fatores tém estimulado a busca
por métodos alternativos que reduzam ou eliminem
tais problemas (PiNTO et al., 2001). Neste sentido,
medicamentos fitoterdpicos e homeopaticos, entre
outros, tém sido amplamente usados, ainda que
em muitos casos a substancia testada ndo apresente
respaldo cientifico acerca da eficdcia de acdo contra
os agentes causadores da enfermidade.

Dentre os produtos naturais usados no combate
a microrganismos patogénicos merece destaque
a propolis, cujas propriedades tém despertado o
interesse de muitos pesquisadores ao redor do
mundo (Kujumcev et al., 1999; Banskota et al.,
2000; SForcIN et al., 2000; Marcucct et al., 2001). Este
produto constitui uma série de substancias resinosas
e balsamicas, que sdo coletadas pelas abelhas em
diversas partes vegetais como brotos, botdes florais
e exsudados resinosos (BUrRDOCK, 1998).

A maioria dos trabalhos que ressaltam as
propriedades da propolis sugere que os diversos
tipos de extratos de prépolis possuem acentuada
acdo inibidora in wvitro sobre géneros Gram-
positivos e em menor escala, sobre as bactérias
Gram-negativas. As reconhecidas capacidades
antiinflamatéria e imunomodulatéria dessa
substancia também servem de estimulo para as
investigagOes acerca da sua utilizacdo em processos
inflamatérios, como a mastite bovina (PiNTO ef al.,
2001).

Existem poucos trabalhos na literatura cientifica
sobre o uso de extratos de prépolis no tratamento ou
prevencdo da mastite bovina ou de outras espécies
domésticas, sendo o primeiro relato realizado por
volta de 1980 (PiNto et al., 2001). Considerando
a importancia do leite como fonte de alimento, o
presente trabalho objetivou determinar o potencial

inibitério in wvitro da prépolis sobre a bactéria
Staphylococcus aureus, causadora da mastite em
vacas leiteiras.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no laboratério de
Apicultura da Universidade Estadual de Mato
Grosso do Sul.

O isolamento da bactéria foi feito a partir do
diagndstico da mastite através de coletas mensais
de amostras de leite, submetidas ao teste de CMT
(California Mastit Test). As vacas foram escolhidas
aleatoriamente em propriedades rurais do
municipio de Cassilandia/MS. As bactérias foram
oriundas de 28 vacas com CMT positivo, sendo
mantidas em placas de petri com agar nutriente a
temperatura de 35 a 37°C por 48 horas, conforme
Habpacek e GREGER (2000).

As placas com as colonias bacterianas foram
submetidas aos testes de coagulase, catalase,
DNAse e coloragdo de Gram para confirmagdo da
ocorréncia de S. aureus. As coldnias puras foram
selecionadas, repicadas e mantidas em BOD, sendo
usadas para os testes com a propolis.

Todos os procedimentos foram realizados em
ambiente asséptico (camara de fluxo laminar). As
coldnias puras foram usadas posteriormente para
a realizacdo dos testes com o extrato etandlico de
propolis (EEP).

A propolis foi produzida com auxilio de
coletores de proépolis inteligente (CPI), conforme
metodologia desenvolvida pelo Sr. Adomar Jesus
de Carvalho. Os coletores foram instalados em
cinco colméias de Apis mellifera mantidas em &rea
de cerrado no municipio de Cassilandia/MS
(19°06'48” S; 51°44’03” W). Ap06s a coleta a prépolis
foi diluida em &lcool de cereais na concentragdo
de 30%, obtendo-se assim o extrato etandlico de
propolis (EEP).

A atividade antimicrobiana da prépolis foi
determinada através do desenvolvimento colonial
da bactéria em dgar nutriente acrescido da referida
substancia nas concentracées de 0, 2,4,8 e 16 mL/L.
Todas as placas foram mantidas em BOD a 37°C.

As avaliagdes foram realizadas através de
medi¢des do didmetro das colonias (média de duas
medidas diametralmente opostas), realizadas com
auxilio de um paquimetro digital, em trés periodos
de incubacdo, 48, 96 e 120 horas ap6s a inoculagao.

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, com 6 tratamentos
(5 concentragdes de proépolis + fungicida), com
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5 repeticdes, perfazendo um total de trinta
colonias testadas. Para comparacdo de médias
foram utilizadas duas testemunhas, sendo uma
positiva (+) composta pelo meio de -cultura
apenas e outra negativa (-), composta por agar
nutriente + bactericida Mastifim®. As varidveis
foram submetidas a analise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. A andlise de regressao foi usada
para determinar a relacdo estabelecida entre as
doses de propolis e o desenvolvimento da bactéria
S. aureus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A prépolis apresentou acdo inibitéria sobre
a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus.
Para a dose de 2 mL/L, os valores de crescimento
colonial variaram de 0,8 a 5,2 cm, enquanto que na
concentragdo de 4 mL/L os valores foram de 0,80
a 2,53. Para as concentracoes de 8 e 16 mL/L os
crescimentos observados foram de 0,50 a 2,06 cm e
0,57 a 0,47 cm, respectivamente. Todos os valores
de crescimento submetidos aos tratamentos com a
propolis foram inferiores ao grupo controle (Tabela
1).

Considerando os valores de crescimento
micelial para cada periodo de observacdo, nota-se
que na primeira avaliacdo, os resultados obtidos
nos tratamentos com prépolis ndo diferiram
do bactericida, sendo os menores valores de
crescimento obtidos para as duas maiores
concentracgdes de propolis testadas. Para a segunda
avaliacdo, realizada apds 48h da inoculagdo do

patégeno, as duas maiores doses de prépolis,
que correspondem a 8 e 16 mL/L ndo diferiram
do resultado obtido com o bactericida. No dltimo
periodo de observacdo, apenas a maior dose de
propolis apresentou resultados semelhantes ao
bactericida.

Quando observado o efeito inibitério de cada
concentragdo de proépolis ao longo dos periodos
de observacao, nota-se que para a maior dose de
propolis testada os valores de crescimento colonial
nao diferem entre si nos trés periodos observados,
reforando que a prépolis nesta concentragdo é
eficiente no controle de S. aureus, podendo ser
indicada nos programas alternativos de tratamento
da mastite. Nos demais tratamentos a colonia
bacteriana apresentou discreto desenvolvimento
ao longo do tempo, sugerindo que as concentragdes
inferiores a 16 mL/L, embora influenciem de forma
negativa o desenvolvimento de S. aureus, nao
atingiram resultados suficientes para recomendacao
no tratamento dessa enfermidade.

Os valores de crescimento colonial apresentados
na Tabela 1 sugerem que a inibigdo de S. aureus pela
propolis apresenta uma relagdo dependente, sendo
os valores de crescimento da coldnia bacteriana
inversamente proporcional ao aumento das doses
de prépolis usadas.

Essa relacdo dose dependente fica também
evidente na Figura 1. As curvas de crescimento
obtidas nas analises de regressao para cada periodo
de observacdo decresceram com o aumento das
doses de propolis, sendo a relacdo altamente
significativa, sugerindo que S. aureus é inibido pela
propolis.

Tabela 1. Valores obtidos para o crescimento colonial (cm) de Staphylococcus aureus, em agar nutriente acrescido de diferentes

concentragdes de propolis

Desenvolvimento da coldnia (cm) em trés periodos

apo6s a inoculagdo

Tratamentos 48h 96h 120h

Bactericida 0,00 Aa 0,00 Aa 0,00 Aa
Controle (auséncia de prépolis) 9,00 Ba 9,00 Da 9,00 Da
2mL/L de extrato de propolis 0,80 Aa 3,23 Cb 5,20 Cc
4 mL/L de extrato de propolis 0,80 Aa 1,43 Ba 2,53 Bb
8 mL/L de extrato de prépolis 0,50 Aa 0,75 ABa 2,06 Bb
16 mL/L de extrato de propolis 0,57 Aa 0,51 ABa 0,47 Aa
CV (%) 5,98 12,63 19,54

Médias seguidas pela mesmaletramaitisculana coluna e mindsculanalinhanédo diferemssignificativamente

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na literatura sdo muitos os trabalhos que
reportam a atividade bactericida da prépolis.
MERESTA € MERESTA (1985) e MERESTA et al. (1989)
determinaram o efeito da prépolis sobre bactérias
causadoras da mastite, sugerindo seu uso no
tratamento dessa enfermidade nos casos em que
ocorre resisténcia desses patégenos aos tratamentos
com antibiéticos convencionais.

Outros estudos que relataram a eficiéncia da
propolis sobre S. aureus foram realizados por
CaBRAL et al. (2009), Prosst et al. (2011) e MoNZOTE
et al. (2012). CaBraL ef al. (2009) observaram que a
propolis vermelha produzida no nordeste brasileiro
é altamente eficiente no controle de S. aureus. Propst
et al. (2011) determinaram a concentracdo minima
inibitéria da prépolis sobre as bactérias S. aureus e
Escherichia coli, obtendo os valores de 1,86 e 20,12
mg/mL, respectivamente.

MonNzoTE et al. (2012) determinaram o efeito
inibitério de vinte amostras de prépolis sob bactérias
gram-positivas e gram-negativas, relatando que
essa substancia inibe o crescimento colonial de S.
aureus, mesmo em pequenas concentragoes.

Na literatura ha relatos de estudos que
evidenciaram o efeito bactericida da prépolis sobre
outros tipos de bactérias. MuLt e Mainar (2007)
determinaram o efeito dessa substancia proveniente
de diferentes regides do Quénia sobre as bactérias
Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis,
encontrando resultados positivos, com maior
efeito sobre as duas dltimas. OLIVEIRA et al. (2010)
determinaram a atividade bactericida da prépolis
brasileira sobre as bactérias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermides, Streptococcus pyogenes
e Escherichia coli, observando que essa substancia
pode ser usada no controle desses microrganismos.

Basros et al. (2011) obtiveram a inibicdo completa
da bactéria Escherichia coli exposta a 7 amostras de
propolis marrom produzidas em diferentes regides
do Estado de Mato Grosso e MAEKAwA et al. (2013)
estudaram o efeito da prépolis sobre bactérias
causadoras de infec¢des bucais, observando que
a bactéria Enterococcus faecalis é inibida por essa
substancia.

A eficiéncia bactericida da prépolis apresentada
neste trabalho e relatada em vérios estudos se deve
principalmente a presenca de compostos fenélicos,
dentre eles os flavondides (SaLomao et al., 2008).
Quanto ao mecanismo de ag¢do, TAKAISI-KIKUNI e
ScHILCHER (1994), explicaram que essa substancia
interfere no processo de divisao celular, produzindo
defeitos na estrutura da parede celular, causando
bacteriélise parcial e formagdo de bactérias

pseudomulticelulares (policaridticos).  Além
desses efeitos a propolis desorganiza o citoplasma,
caracterizado pela presenca de espacos vazios ou
estruturas fibrosas, além de causar alteracGes na
membrana citoplasmatica e inibir a sintese protéica.

CONCLUSAO

Considerando a atividade da prépolis contra
esses patdgenos da mastite, estudos in vivo e a
caracterizacdo quimica devem ser realizados, além
da determinagdo dos aspectos toxicolégicos do
extrato da prépolis.
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