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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi de avaliar a atividade antimicrobiana do extrato
etandlico de propolis (EEP), in vitro e in vivo. Para as analises in vitro, foi testada a
acao do EEP contra os principais agentes bacterianos causadores de mastite e para
isso seguiu-se a metodologia de Difusdo em Agar e microdiluicdo em placas. No
experimento in vivo, o EEP a 30% (p/v), foi utilizado como sanitizante no manejo de
pré e pos-dipping em bovinos leiteiros, comparado ao manejo com solugéo iodada
na concentracdao de 0,2%, pelo periodo de 35 dias. Através dos resultados
encontrados no teste de concentracao inibitéria minima (CIM), é possivel afirmar que
o EEP possui atividade inibitéria em 100% das bactérias testadas, na concentragéo
de 10% (p/v). As principais bactérias isoladas da superficie dos tetos e do leite dos
animais foram: Staphylococcus spp. Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. A
contagem padrao em placas de aerdbios mesofilos /mL (CPP/mL) e a contagem de
células somaticas/mL (CCS/mL) do grupo experimental com iodo n&o apresentaram
diferencas significativas (P>0,05) entre o periodo inicial e final do tratamento,
enquanto que os animais do grupo experimental da prépolis apresentaram efeito
significativo (P<0,05) sobre a CCS/mL inicial comparada a final (176.000 e 98.000,
respectivamente). Diante destes resultados, conclui-se que o EEP na concentracéo
de 10% (p/v), pode vir a ser utilizado como desinfetante alternativo para o manejo de
pré e pos-imersao dos tetos de bovinos, visto que apresentou melhoria na qualidade
microbiolégica do leite, além de possuir agdo antimicrobiana contra as principais

bactérias que causam mastite, sendo benéfica a prevencao desta enfermidade.

Palavras-chave: bovinos leiteiros, micro-organismos, propolis, qualidade do leite



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the antimicrobial activity of ethanol extract
of propolis (EEP), in vitro and in vivo. For in vitro analysis, we tested the action of
EEP against the main bacterial agents causing mastitis and this was followed by the
diffusion methodology Agar and microdilution plates. In the in vivo test, the EEP 30%
(w/v) was used as a sanitizer in handling before and after dipping in dairy cattle
compared to the handling with iodine solution at 0.2% concentration, at 35 days.
From the results found in the minimum inhibitory concentration test (MIC), you can
say that the EEP has inhibitory activity in 100% of tested bacteria at a concentration
of 10% (w/v). The main bacteria isolated from the surface of ceilings and animal milk
were Staphylococcus spp. Corynebacterium spp. and Streptococcus spp. The
standard plate count of aerobic mesophilic/mL (SPC/mL) and the somatic cell
count/ml (SCC/mL) in the experimental group with iodine showed no significant
differences (P> 0.05) between baseline and end of treatment, while animals in the
experimental group of propolis significant effect (P <0.05) on the SCC/ml compared
to the initial end (176,000 and 98,000, respectively). Given these results, it is
concluded that the EEP at a concentration of 10% (w/v), could be used as an
alternative disinfectant for managing before and after dipping of cattle ceilings, as
shown improvement in microbiological quality milk, in addition to having antimicrobial
activity against major mastitis-causing bacteria, and beneficial to the prevention of

this disease.

Keywords: dairy cattle, microorganisms, milk quality, propolis
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1 INTRODUGAO

O leite vacum, sem outra especificacdo, € o produto oriundo da ordenha
completa e continua, em condigdes de higiene de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. Assim como o leite bovino, o leite proveniente de outros animais deve
denominar-se segundo a espécie que provenha (BRASIL, 2011).

Segundo dados do United States Department of Agriculture — USDA (2014),
o Brasil no ano de 2014, se destacou na 2° posi¢gao mundial em relagdo ao numero
de vacas ordenhadas, perdendo apenas para a india. No quesito producéo de leite,
no mesmo ano de 2014, o Brasil ocupou a 5% posicdo mundial com producdo de
37,17 bilhdes de litros, indicando um aumento de 2,7% em relagao a 2013.

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2014), em 2014 foram ordenhadas no pais, 23.064.495 vacas. As regides que
tiveram maior producdo de leite em 2014 foram a Regido Sul com 12,20 bilhdes de
litros, seguida pelas regides Sudeste com 12,16 bilhdes de litros, Centro-Oeste com
4,96 bilhdes de litros, Nordeste com 3,88 bilhdes de litros e Norte com 1,94 bilhdo de
litros produzidos.

Em ambito nacional, os estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul e
Parana destacam-se como os principais produtores de leite cru (IBGE, 2014).

Em relagdo a produtividade dos animais por ano, o pais apresentou
crescimento de 2,2% ao ano anterior, correspondendo a 1.525 litros/vaca/ano. O
Estado do Rio Grande do Sul apresentou as maiores produtividades, com 3.034
litros/vaca/ano (IBGE, 2014).

Segundo Pelczar Jr. et al. (1997), o leite pode ser descrito como o alimento
humano mais préximo da perfeigdo. Por ser um alimento altamente perecivel, devido
a sua temperatura elevada logo apds ser ordenhado (37°C), ser rico em nutrientes e
possuir pH préximo de 6,6 a 6,8, o leite € considerado um meio bastante favoravel
ao crescimento bacteriano (KLOSS et al., 2010).

O leite proveniente de animais sadios remete a baixa contagem bacteriana,
auséncia de micro-organismos patogénicos e baixa contagem de células somaticas.
A contaminagao do leite pode ser dada através de micro-organismos presentes no
interior da glandula mamaria, da superficie das tetas e do ubere e por meio de

utensilios utilizados no manejo da ordenha e na conservacédo do leite. Além de



prejudicar a qualidade do leite e nao receber bonificagdes, a contaminagao
bacteriana interfere na industrializacao, baixando o tempo de prateleira do leite fluido
e de seus derivados e quanto a presenga de micro-organismos patogénicos, pode
comprometer a seguranga alimentar do consumidor (BRITO, et al., 2000; BRITO e
BRITO, 2001; LANGONI, 2013). Os cuidados com a higiene da superficie das tetas
auxiliam na prevencao de infecgdes intramamarias das vacas em lactacao e melhora
a qualidade do leite (CASTRO, 2007).

A mastite, popularmente conhecida por mamite, consiste de um processo
inflamatorio da glandula mamaria, podendo ser causada por micro-organismo
(bactérias, fungos, algas e virus), traumas fisicos e agentes quimicos irritantes,
causando mudancgas fisico-quimicas na composi¢cdo do leite e no aumento de
células somaticas. Além de prejudicar o tecido glandular mamario, pode ocasionar a
destruicao irreversivel de células secretoras de leite (TRONCO, 2003 e LANGONI,
2000).

Muitos micro-organismos responsaveis por causar mastite em bovinos sao
também patogénicos aos humanos e desta maneira, a doenga, assim como os
processos de pasteurizacdo devem ser acompanhados com atencao, tendo em vista
a importancia a saude publica (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

De acordo com Santos e Fonseca (2007), a resposta inflamatdria
desencadeada durante a doenga, tem como objetivo eliminar o agente patogénico,
neutralizar toxinas e regenerar os tecidos prejudicados.

Conforme Langoni et al. (2011), existe relagdo direta entre o numero de
bactérias presentes nos tetos e a taxa de infecgdo intramamaria e assim,
consecutivamente, aumento da contagem de células somaticas/mL (CCS/mL) em
bovinos de leite. Segundo Brito et al. (2000), a alta contaminacéo na superficie dos
tetos além de ser uma das principais fontes de contaminacdo microbiana do leite
cru, quando entra em contato com a parte interna da glandula mamaria,
desencadeia um processo infeccioso, conhecido como mastite.

O termo dipping deriva da lingua inglesa e significa imergir, mergulhar ou
afundar. A funcao do pré-dipping € de desinfetar a pele do teto antes da ordenha,
reduzindo o numero de bactérias presentes na sua superficie e deste modo, diminuir
o risco de contaminagao do leite e reduzir a disseminagdo de microrganismos e
consequentemente a ocorréncia de novas infecgdes (CARVALHO et al., 2012). Além

do foco principal que é a descontaminagao da pele do teto, a pratica do pré-dipping



melhora a estimulacdo da descida do leite, que € um reflexo neuro-hormonal que
aumenta a velocidade de ordenha e a extragao do leite (SANTOS, 2010). O objetivo
do pés-dipping € de remover a pelicula de leite que fica apds a ordenha no teto e
que podera fornecer ambiente favoravel para o desenvolvimento de bactérias, e
estas, posteriormente, penetrar no teto e causar infec¢gées (CARVALHO et al., 2012).

Em pesquisa avaliando a agao do extrato etandlico de prépolis (EEP), Junior
et al. (2012), avaliou que a propolis vermelha apresenta atividade antimicrobiana in
vitro frente a diversas bactérias, e entre elas, Staphylococcus aureus, E. coli e
Klebsiella sp., sendo estas, bactérias envolvidas em casos de mastite em rebanhos
leiteiros.

Segundo Park et al. (2000), as propriedades biolégicas da propolis sao
atribuidas a sua composicdo, pois esta € constituida de diversos compostos
fendlicos presentes no reino vegetal e que sao coletados através da resina de
plantas. A propolis possui inumeras propriedades bioldgicas atribuidas a ela, como
acao antimicrobiana, antifungica, cicatrizante, antiviral, antioxidante, imuno-
estimulador, antitumoral, anti-inflamatoéria, dentre outras (LUSTOSA et al., 2008;
REZENDE et al., 2006; RUSSO et al., 2002).

Devido a sua variedade de compostos, a prépolis vem sendo estudada e
aplicada em animais a fim de relacionar sua resposta frente a diferentes desafios de
ordem biologica e que reflitam em indices zootécnicos (COELHO et al., 2010).

A Instrugdo Normativa n° 62 de 29 de dezembro de 2011 — IN 62 (BRASIL,
2011), trata de diversos temas e entre eles, os requisitos microbiolégicos do leite,
que envolvem Contagem Padrao em Placa de micro-organismos (CPP) e CCS, que
preconiza maximo de 300.000 UFC/mL (unidades formadoras de coldnia por mililitro
de leite) de CPP e 500.000 CCS/mL (células somaticas por mililitro de leite). A
adequacao das propriedades a fim de alcancar estes indices € um desafio, e entre
tantos fatores que podem comprometer a sanidade do Uubere, e assim
consecutivamente a qualidade microbiolégica do leite, esta a desinfecgdo dos tetos
no pré e pos-ordenha.

O objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana do EEP in vitro
e in vivo. Para as analises in vitro, foi testada a acdo do EEP contra os principais
agentes bacterianos causadores de mastite. No experimento in vivo, o EEP foi
utilizado como sanitizante no manejo de pré e pds-dipping em vacas leiteiras das

racas Holandesa e Jersey.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite

Entende-se por leite bovino, a secre¢ao lactea da glandula mamaria de uma
ou mais vacas. Na natureza, o leite € o alimento base para a nutricdo do neonato,
que apesar de conter alta porcentagem de agua, contém uma equilibrada
composicao de nutrientes (PRATA, 2001).

O leite é constituido por uma mistura complexa, tendo a agua como
componente mais abundante, onde se encontram em solugdo os demais compostos,
formados principalmente por lipideos, proteinas, carboidratos, vitaminas e minerais
(GONZALEZ, 2001; TRONCO, 2003).

Segundo Silva (1997), avalia-se que existem aproximadamente cem mil
constituintes no leite, porém, a grande maioria ainda n&o foi identificada. A
composi¢ao média do leite bovino é de 87% de agua, 3,6% de gordura, 4,9% de
lactose, 3,5% de proteinas e 0,7% de sais minerais (PRATA, 2001).

Sao varios os fatores que podem afetar a composicdo do leite. A
variabilidade dos componentes no leite pode-se dar pela espécie animal, raga,
fisiologia (individualidade, idade, periodo de lactagéo), alimentagao, temperatura do
ambiente, doencas e ordenhas (numero, intervalo e sistemas), assim como fraudes
e adulteragdes (GONZALEZ, 2001; SILVA, 1997).

2.2 Micro-organismos no leite

Quando no interior da glandula mamaria de um animal sadio, o leite
apresenta-se praticamente livre de micro-organismos, sendo que no momento da
ordenha, exposto aos patdgenos presentes no ambiente, torna-se susceptivel a
contaminagdes quando o processo nao for realizado de forma correta. A
contaminagao do leite também pode ser dada através da penetracdo de micro-
organismos presentes no exterior do ubere, para o interior da glandula mamaria
através do canal do teto (PRATA, 2001; SANTOS e FONSECA, 2007; TRONCO,
2003).



Quando presentes em altas quantidades, os micro-organismos podem levar
o animal a adoecer devido a infecgdo na glandula mamaria. Além de perdas
econdmicas para o produtor e industria, a mastite também preocupa pelo fato que o
leite de animais enfermos tem a capacidade de ocasionar problemas a saude
publica, quando os alimentos ndo passarem por processos que 0s reduzam ou ao
menos destruam tais micro-organismos (LANGONI, 2013; PERES NETO e ZAPPA,
2011; TOZZETTI et al., 2008).

De acordo com Pinto (2008), as bactérias sdo os micro-organismos com
maior representatividade no leite, além de estarem presentes leveduras, fungos e
virus.

Através da técnica de coloracao de Gram, as bactérias sao classificagdo em
dois grupos: gram-positivas e gram-negativas, conforme as caracteristicas da
parede celular.

Dentre as bactérias gram-positivas, as que possuem maior importancia sao
as bactérias lacticas (familias Lactobacillaceae e Streptococcaceae), 0s micrococos
e estafilococos, as bactérias esporuladas (géneros Bacillus e Clostridium) e outros
representantes patogénicos, como o Corynebacterium spp. (TRONCO, 2003).

No grupo das bactérias gram-negativas, as enterobactérias sédo as mais
frequentes no leite. Entre as enterobactérias, os géneros que tem maior importancia
para a saude humana e para o produto final sdo a Escherichia spp., Enterobacter
spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp., Salmonella spp. e Shingella spp. Além destas,
as Alcaligenes spp., Pseudomonas spp., Brucella spp. e Campylobacter spp.

também podem ser encontradas no leite (TRONCO, 2003).

2.3 Mastite

A mastite é uma doencga bastante comum em bovinos leiteiros, ocasionada
por micro-organismos que penetram pelo canal do teto, instalando e multiplicando-se
no interior da glandula mamaria, desencadeando uma inflamagcdo no animal
(TRONCO, 2003). Nos animais enfermos, a doenga acarreta mudangas fisico-
quimicas na composi¢ao do leite e aumento de células somaticas. Além de diminuir
a produtividade, o leite proveniente de animais doentes tem sua qualidade afetada,
ocorrendo uma diminuicdo dos teores de gordura, lactose, caseina e minerais
(CAVALCANTE, 2004).



A mastite é citada por muitos autores como a principal doenga que afeta o
setor leiteiro. Esta doenga apresenta grande influéncia na lucratividade dos
produtores devido a relagdo com a queda na produtividade do rebanho infectado,
com gastos relativos a tratamento, descarte dos animais doentes e do leite durante o
tratamento com antibioticos, dentre outros (LOGUERCIO, 2006; TOMAZI, 2013).

2.3.1 Micro-organismos causadores de mastite

De acordo com Ranjan et al. (2006), os principais agentes envolvidos na
mastite sdo os Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escherichia coli, responsaveis por
aproximadamente 80% dos casos da doenga. O Corynebacterium bovis,
Pseudomonas spp., Mycobacterium spp., Nocardia asteroides, Asperqillus spp.,
Candida spp., Serratia spp. e Prototheca spp., respondem por menos de 5% dos
casos. Zafalon et al. (2008), afirma que a bactéria Staphylococcus aureus é o
principal patdégeno causador da mastite bovina. Algumas cepas desta bactéria
podem produzir enterotoxinas quando o leite for mal refrigerado ou durante a
fabricacdo do queijo com leite cru. Uma vez formada, esta toxina ndo pode ser
destruida pela pasteurizagdo, provocando nauseas, vomitos, célicas, pressao baixa
e temperatura subnormal em humanos (CUNHA e CUNHA, 2007; DTAA, 2003).

2.3.2 Tipos de Mastite — conforme a sintomatologia

2.3.2.1 Mastite Clinica

A mastite clinica é evidenciada com manifestacdes visiveis, como edema,
hipertermia, endurecimento e dor da glandula mamaria e/ou aparecimento de
grumos, pus no leite. A observagao nas alteracdes do leite pode ser realizada com o
auxilio da caneca de fundo preto (TOZZETTI et al., 2008). A mastite clinica é de
baixa prevaléncia, ocorrendo entre 15 a 40 casos subclinicos para cada caso da
clinica. (PHILPOT e NICKERSON, 1991).



2.3.2.2 Mastite Subclinica

A forma subclinica é caracterizada por alteragdes na composicdo do leite,
tais como aumento da CCS, aumento nos teores de proteinas séricas, diminuicao
nos teores de caseina, lactose, gordura e calcio do leite (SANTOS e FONSECA,
2007). Para a deteccdo da mastite subclinica, pode-se realizar exames fisico-
quimicos do leite, como a CCS e/ou o California Mastitis Test (CMT).

A mastite subclinica é responsavel por aproximadamente 90-95% dos casos
de mastite diagnosticados no Brasil (FONSECA e SANTOS, 2000).

2.3.3 Tipos de Mastite — conforme a forma de contaminagao

2.3.3.1 Contagiosa

A mastite contagiosa € provocada por patdbgenos que sobrevivem na
glandula mamaria e na superficie da pele dos tetos (OLIVEIRA, 2010). Os principais
micro-organismos envolvidos sao os Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae e Corynebacterium bovis (BRITO e BRITO,
2009; PARDO et al., 1998). E caracterizada por sua baixa incidéncia de casos
clinicos e alta incidéncia de casos subclinicos. Geralmente a doengca € de longa
duracéo e apresenta alta CCS (PINTO, 2008).

A contaminagao sucede muito devido as condigdes deficientes de higiene
durante a ordenha, podendo ser transmitida de um quarto infectado para outro sadio
ou de animal para animal, através da mao do ordenhador ou de teteiras (BRITO,
2007; BRITO e BRITO, 2009).

2.3.3.2 Ambiental

A mastite ambiental é causada por bactérias presentes no ambiente,
ocorrendo a contaminacdo nos intervalos entre ordenhas e também durante a
ordenha, quando ha problemas de funcionamento dos equipamentos (OLIVEIRA,
2010).



Os principais micro-organismos envolvidos sdo as bactérias gram-negativas
e espécies de Streptococcus, exceto a S. agalactiae. As principais Gram-negativas
relacionadas a casos de mastite ambiental sdo Escherichia coli e Klebsiella spp.
(BRITO e BRITO, 2009; PARDO et al., 1998).

Estes micro-organismos podem ser encontrados em diversas fontes, sendo
as principais as fezes, a agua de baixa qualidade que é utilizada para a limpeza dos
equipamentos, sistemas que utilizam cama sobreposta, e maos do ordenhador, que
podem vir a estar mal higienizadas (BRITO e BRITO, 2009).

2.4 Propolis

A propolis é uma substancia coletada pelas abelhas, especialmente pela
Apis Mellifera, a partir de resinas de brotos de vegetais. Na colméia, a propolis &
utilizada para forrar os alvéolos e camara onde as rainhas depositam os ovos e
também serve para vedar as entradas e orificios da colmeia, além de servir como
emulsificante, caso a colmeia seja invadida por algum inseto ou animal que as
abelhas n&o consigam retirar (WIELSE, 1995).

A prépolis € composta por aproximadamente 50% de resina e balsamo de
vegetais, 30% de cera, 10% de oleos aromaticos, 5% de pdlen e 5% de outras
substancias, e de acordo com isto, a composicdo da prépolis € o reflexo da flora
vegetal da regido onde as abelhas coletam as resinas (WIELSE, 1995; RUSSO et
al., 2002).

O uso da propolis como tratamento terapéutico natural pelo homem vem de
mais de 300 a.C.(DA SILVA et al, 2006). Diversas civilizagdes detinham
conhecimento sobre as propriedades benéficas da prépolis e a empregavam para
distintas finalidades. Os Egipcios utilizavam a propolis para embalsamar cadaveres,
pois conheciam suas propriedades anti-putrefativas. Incas também a utilizavam
como um agente antipirético (CASTALDO e CAPASSO, 2002).

Atualmente, a prépolis vem ganhando espago em pesquisas relacionadas
com qualidade de alimentos, buscando eliminar micro-organismos patogénicos em
produtos in natura, em pesquisas com sanidade animal, em doengas graves como
cancer e AIDS, entre outras aplicagbes (ANDRADE et al., 2012; BANSKOTA, et al.,
2000; PARK et al., 2000).



Sd0 muitos o0s compostos ativos que possuem acado terapéutica
comprovada, presentes na prépolis. Aproximadamente 200 componentes diferentes
ja foram identificados em propolis de diferentes origens, entre os quais os principais
s&o os flavonoides, acidos aromaticos, fendlicos e alifaticos, aldeidos, ésteres e
aminoacidos (MARCUCCI, 1995; VARGAS et al., 2004)

Os estudos com relagdo a acdo antimicrobiana do EEP vem sendo
desenvolvidos ha muitos anos, sendo que o principal empecilho é a diversificada
composi¢cao do extrato, que apresenta variagdo conforme a regidao e vegetacao
disponiveis para a coleta pelas abelhas, assim como a época e a seletividade de
cada colmeia (MARCUCCI et al., 2001; PARK et al., 2002). Diante disto, estudos
relacionados a composicao e a acgao terapéutica da propolis oriunda de regides

distintas s&o necessarios para verificar a eficacia das propriedades do EEP.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local do Experimento

O experimento in vivo foi desenvolvido em uma propriedade rural, localizada
na Regido da Campanha Gaucha, municipio de Dom Pedrito — RS e os estudos in
vitro foram realizados no laboratério de Parasitologia e Microbiologia da
Universidade Federal do Pampa, Campus Dom Pedrito — RS, Brasil.

O presente estudo foi desenvolvido entre os meses de Margo e Junho de

2016. O experimento in vivo teve duragao de 35 dias.

3.2 Animais

Foram utilizadas 9 vacas multiparas das ragas Holandesa e Jersey, com
periodo de lactagao entre 90 e 180 dias. Os animais foram divididos em dois grupos
e manejados com pré e pos-dipping diariamente, durante todo o periodo
experimental, de acordo com o tratamento. O grupo 1, controle, com cinco animais
manejados no pré e pos-dipping com solu¢do iodada a 0,2% e grupo 2, quatro
animais manejados com EEP a 30% (p/v) no pré e pos-dipping.

A fim de selecionar apenas animais com ubere saudavel, foi realizado o
CMT, conforme pode ser visualizado na Figura 1. O CMT foi realizado logo apds a
entrada dos animais na sala de ordenha. Foi utilizado o reagente comercial do CMT
e o teste foi realizado segundo a metodologia de Langenegger et al. (1970). Para a
interpretacdo dos resultados, seguiu-se a metodologia de Schalm e Noorlander
(1957), onde o escore 1 indica uma reagdo completamente negativa, o escore 2
sendo uma reagao suspeita, o 3: reacao fracamente positiva (+), 4: reagcéo positiva
(++) e 5: reacao fortemente positiva (+++).

Animais que apresentaram em, pelo menos um dos tetos, resultados
superiores a uma cruz ao teste, foram eliminados do experimento.

O manejo preparatério para a ordenha foi realizado da seguinte forma para
cada grupo:

e Grupo 1: imerséo dos tetos na solugao iodada e secagem com papel

toalha;



e Grupo 2: imersédo dos tetos no EEP a 30% e secagem com papel

toalha.

Figura 1 — Aplicagao do California Mastitis Test no rebanho

Fonte: A autora, 2016.

3.3 Preparo do Extrato Etandlico de Prépolis

A propolis utilizada no experimento foi extraida de colmeias de abelhas
Africanizadas, localizados na Regido Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul.

A propolis bruta foi coletada por raspagem e posteriormente fragmentada e
macerada. Para a obtencao do EEP, utilizou-se alcool 96°GL, na propor¢ao de 70%,
obtendo-se assim, o extrato de propolis a 30%. Este extrato foi acondicionado em
frascos ambar por 42 dias consecutivos onde se procedeu a agitagao diaria de 30
segundos, conforme Franco e Bueno (1999). Ao término, obteve-se o extrato
etandlico de propolis por meio de filtragdo. A leitura do teor alcodlico do EPP final foi

obtida com a ajuda de um alcoémetro, tendo como resultado 67°GL.



3.4 Micro-organismos

Para a realizagdo da atividade antimicrobiana in vitro e da concentragao
inibitéria minima (CIM) do EEP, foram utilizadas cepas bacterianas padronizadas de
Escherichia coli, derivada do American Type Culture Collection (ATCC) 8739,
Staphylococcus aureus, derivada ATCC 25923, Staphylococcus warneri e
Staphylococcus Ilugdunensis. As demais bactérias utilizadas foram obtidas de
isolamento de campo, através da coleta de leite e da superficie de tetos de bovinos
leiteiros. Sao elas: Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Citrobacter sp., Enterobacter
spp., Salmonella sp., Micrococcus spp. Corynebacterium spp., Bacillus spp. e

Streptococcus spp.

3.5 Preparo dos inécuos bacterianos para testes in vitro

As cepas dos micro-organismos estavam isolados em meio agar Brain Heart
Infusion (BHI) e com o auxilio de uma al¢a de platina, foram diluidas em solugéo
salina estéril a 0,85% até alcancar a turbidez de 0,5 na escala nefelométrica de

MacFarland, o que equivale aproximadamente 1,5 x 108 bactérias/mL.

3.6 Coletas

3.6.1 Superficie dos tetos

Foram examinados os quatro tetos de todos os animais participantes, antes
e apds 0s manejos de pré-dipping em trés coletas, realizadas nos dias 0, 17 e 35.

O material para exame bacterioldgico de cada teto foi obtido com auxilio de
swab. O swab foi confeccionado em laboratorio e posteriormente esterilizado em
cabine de fluxo laminar, com luz ultravioleta (UV), por 90 minutos. Foram realizados
dois movimentos circulares sobre a area do esfincter dos tetos. Em cada animal, foi
aplicado o swab em dois momentos distintos do pré-dipping. Primeiro logo apos a
entrada dos animais na sala de ordenha e segundo, apds a imersdo dos tetos por
aproximadamente 30 segundos nas solug¢des iodada e do EEP. Apods a coleta, cada

swab foi colocado em tubos de ensaio, contendo 10mL de salina estéril a 0,85%.



Desde o momento da coleta até a realizagdo dos exames no laboratério, as

amostras permaneceram mantidas em recipiente isotérmico.

3.6.2 Leite

As coletas do leite para as analises foram realizadas apds a higienizagéo
dos tetos. Foram descartados os primeiros 3 jatos de leite de cada teto e
posteriormente, coletados 40mL de leite de cada animal em frascos estéreis e
mantidos em caixas isotérmicas até o momento das analises laboratoriais, que

ocorreram uma hora apos as coletas.

3.7 Testes

3.7.1 Contagem de células somaticas

A CCS foi determinada por microscopia direta, onde um volume de 1uL de
leite foi distribuido homogeneamente sobre uma area de 1cm? de uma lamina para
microscopio. Apos a secagem, as laminas foram tratadas com xilol 1% e etanol
absoluto para remogao de gordura, em seguida coradas com panoético rapido e
posteriormente, as laminas foram examinadas em microscopio optico.

Para cada amostra de leite, foi preparada uma lamina com dois esfregacos.
Em cada lamina, vinte campos de um esfregaco foram contados e a média das
contagens multiplicada pelo fator microscépico e o resultado final, multiplicado por

1000 para se determinar o numero CCS/mL da amostra.

3.7.2 Contagem padrao em placas de micro-organismos

Foram realizadas as CPP para as amostras de leite e da superficie de tetos.
Apos a chegada das amostras no laboratério, procedeu-se a diluigdes seriadas
destas em 1:10, 1:100 e 1:1000. Em seguida, 100uL das diluigdes foram inoculadas
por espalhamento, pela técnica de spread-plate em placas de Petri contendo meio

Agar Padrdo para Contagem (PCA), para micro-organismos aerébios meséfilos. As



placas foram incubadas a 35°C em condicdes de aerobiose por 48 horas.
Posteriormente, foram contabilizadas as unidades formadoras de col6nias por mL

(UFC/mL) através da média aritmética das trés placas de cultura.

3.7.3 Isolamento bacteriano

As amostras coletadas do leite e dos quartos mamarios dos animais
experimentais foram destinadas a realizagao de isolamento e tipificagdo bacteriana.
Nas placas de PCA, as col6nias crescidas com morfologia diferente umas das
outras, foram repicadas em meios especificos, como o agar MacConkey e BHI e
incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as colénias foram submetidas a
provas morfolégicas e tintoriais por meio da técnica de coloragcdo de Gram e
posteriormente, provas bioquimicas, como fermentacdo de carboidratos, presenca
de motilidade, catalase, oxidase, utilizagdo de uréia, utilizacdo de citrato, INVIC,
demonstradas nas Figuras 2 e 3. (KONEMAN et al., 2001 e QUINN et al., 2005).



Figura 2 — llustragGes dos testes realizados para identificagao bacteriana

a: crescimento microbiano, b: teste do citrato, c: fitas de oxidase, d: teste de
Voges — Proskauer.
Fonte: A autora, 2016.



Figura 3 — llustragcbes da técnica de Gram
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a: procedimentos para técnica de Gram, b: Staphylococcus spp., c: bacilos
Gram-negativos.
Fonte: A autora, 2016.

3.7.4 Atividade antimicrobiana do extrato etandlico de prépolis a 30%, iodo a
2% e alcool 67°GL

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana do EEP na concentracao de
30%(p/v) e do iodo a 0,2%, foi utilizado o método de difusdo em agar, com meio de
cultura agar BHI. Foi realizada também a analise da atividade antimicrobiana do
alcool 67°GL, a fim de controlar o efeito do solvente. Como controle, foram
preparadas placas com meio de cultura inoculado com as suspensdes bacterianas.
Os in6cuos foram preparados seguindo a metodologia do Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI, de acordo com a norma M7-A6 (2006). Apés, 100ul das



suspensdes foram espalhadas sobre a superficie do agar com o auxilio de uma alga
de Drigalski, todos em duplicata.

As placas foram incubadas em estufa a 35°C por 48 horas para observacao
do crescimento bacteriano e posterior contagem das unidades formadoras de
colénia/mL (UFC/mL). Foram consideradas sensiveis aos tratamentos (EEP, iodo e

alcool) as bactérias das quais nao foi observado crescimento no meio de cultura.

3.7.5 Concentragao inibitéria minima

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas de acordo
com a metodologia descrita por Duarte et al. (2003), com modificagbes. Os orificios
das microplacas foram preenchidos com 20uL de EEP em diferentes concentragdes
((30, 25, 20, 15, 10 e 5% (p/v)), 10uL dos inécuos bacterianos e 170uL de BHI Agar.
Como controle positivo foi utilizado apenas o meio de cultura (BHI) com o in6cuo e
cada ensaio também incluiu a verificacdo do efeito do solvente do extrato, alcool
67°GL, sobre o crescimento microbiano. As microplacas foram incubadas em estufa
a 35°C por 48 horas. Apds a incubacgao, foram realizadas leituras com o revelador
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC), a 2%. Foram adicionados 20uL do TTC em
cada orificio das microplacas. Apdés 2 horas, procedeu-se a leitura através da
verificacdo da coloracdo dos pogos, onde os que permaneceram incolores, nao
apresentaram crescimento microbiano e os pogos que coraram de vermelho-roxo,
indicaram o crescimento microbiano. Os testes foram realizados em duplicata. A
inibicdo do crescimento microbiano foi evidenciada pela auséncia de crescimento no
meio, sendo considerada a CIM a menor concentragao do EEP capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

A Figura 4 demonstra esquematicamente o teste de CIM nas microplacas de

96 pocos.



Figura 4 — Esquema utilizado para determinar a concentragao inibitéria minima pelo
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Fonte: A autora, 2016.

3.8 Analises estatisticas

Os resultados do experimento in vivo foram analisados por meio do software
SAS, pelo teste de médias de Tukey a 5%.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Por meio deste estudo procurou-se demonstrar o potencial antimicrobiano do
EEP em testes in vitro e in vivo contra agentes bacterianos que causam mastite
bovina.

Os resultados in vitro, resultantes do teste de inibicdo do EEP com
concentracdo de 30% (p/v) frente as bactérias causadoras de mastite, podem ser

observados na Tabela 1.

Tabela 1 — Contagem das unidades formadoras de coldnias de bactérias que
causam mastite, em fungao da acgao do extrato etandlico de prépolis a 30% (p/v),
alcool 67°GL e iodo a 0,2%

Bactérias lodo 0,2%  Alcool 67°GL EEP 30%
UFC UFC (p/v) UFC

@ S. aureus Incontaveis 110 0

= S. lugdunensis Incontaveis 520 0

8 Bacillus spp. 150 200 0

& Corynebacterium spp. incontaveis 1070 660

g Micrococcus spp. incontaveis  incontaveis incontaveis
o Streptococcus spp. incontaveis  incontaveis 0

@ E. coli incontaveis  incontaveis 0

= S. warneri incontaveis 1600 1070
g Citrobacter sp. 6000 incontaveis 0

e Enterobacter spp. incontaveis  incontaveis 0

= Klebsiella sp. incontaveis  incontaveis 0

{© Pseudomonas sp. incontaveis 1500 0

o Salmonella sp. incontaveis incontaveis 0

Fonte: A autora, 2016.

O EEP na concentragdo de 30% (p/v) inibiu o crescimento de 77% das
bactérias testadas. Entre as Gram-positivas, o Staphylococcus aureus,
Staphylococcus warneri, Bacillus spp. e Streptococcus spp. nao apresentaram
crescimento devido a acgao inibitéria do EEP. Esses resultados séo relevantes a
medida que estes micro-organismos estdo envolvidos nos casos de mastite
(TRONCO, 2003).

A prépolis possui a capacidade de inibigdo do crescimento bacteriano ao
prevenir a divisao celular, desorganizar o citoplasma, a membrana plasmatica e a
parede celular, causando uma bacteridlise parcial, inibindo a sintese de proteinas
(Takaisi-Kikuni e Schilcher, 1994).



Fiordalisi (2014) e Sforcin et al. (2000), verificaram que cepas de
Staphylococcus aureus séao inibidas pelo EEP, resultados estes que corroboram com
os encontrados neste trabalho.

Quanto as bactérias Gram-negativas, o EEP teve agao antimicrobiana sobre
0s géneros Klebsiella sp., Pseudomonas sp., Citrobacter sp., Enterobacter spp. e
Salmonella sp. e também inibiu o crescimento da Escherichia coli.

A concentracdo de 30% do EEP néo foi capaz de inibir o crescimento
bacteriano do Staphylococcus warneri, porém, vale-se ressaltar que esta cepa,
assim como o Corynebacterium spp., apresentaram melhores resultados com o EEP,
quando comparado aos encontrados pelo alcool e iodo.

O dlcool a 67°GL nao apresentou atividade antimicrobiana contra as
bactérias testadas, o que indica que a agao antimicrobiana observada pelo EEP nao
foi devida ao alcool utilizado como solvente na preparagao do extrato. Todos os
isolados apresentaram crescimento. As cepas de S. aureus, S. lugdunensis, Bacillus
spp., Corynebacterium spp., S. warneri € Pseudomonas sp., mostraram-se mais
sensiveis ao alcool que as demais, variando de 100 a 1600 UFC/mL, contudo, o
alcool ndo foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, apenas diminuir sua
proliferacao.

Demais estudos envolvendo a atividade antibacteriana do EEP também
demostraram que o alcool, utilizado como controle, ndo foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Loguercio et al. (2006), em experimento com
Staphylococcus spp. coagulase-positivo e Streptococcus spp., verificou que os
isolados foram capazes de crescer nos meios com alcool 96°GL.

Dos Santos et al. (2003), testando a atividade antibacteriana do alcool
70°GL, constatou que cepas de Staphylococcus aureus nao apresentaram halo de
inibicdo, confirmando a baixa acao bacteriana do alcool.

Observando-se os resultados encontrados no tratamento com iodo a 0,2%,
verifica-se crescimento bacteriano para todas as cepas testadas, o que indica
claramente a auséncia de inibicao do iodo frente as principais bactérias causadoras
de mastite em rebanhos leiteiros. Os géneros Citrobacter sp. e Bacillus spp.
mostraram-se sensiveis ao iodo, apresentando respectivamente, 6000 e
150UFC/mL.

Silva et al. (2015), em experimento in vitro, avaliando a sensibilidade de

estirpes de S. aureus frente a diferentes desinfetantes comercias, observou que o



iodo na concentracao de 1 e 2%, foi capaz de inibir o crescimento microbiano, sendo
que na concentragao de 0,5%, o iodo ndo demostrou inibigao.

Foi utilizada no experimento a solugéo iodada na concentragéo de 0,2% para
o pré-dipping, pois em concentragdes maiores de 1% e a 2%, embora apresentem
melhor desempenho in vitro contra microrganismos, quando utilizada nessas
concentragbes, podem vir a causar contaminagdo de iodo no leite (JONES, 1998;
LOPES et al., 2013).

O teste de CIM do EEP com concentragdes distintas, em relagdo as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas abaixo relacionadas, pode ser

observado na Tabela 2 e Figura 5.

Tabela 2 — Concentragao inibitéria minima do extrato etandlico de prépolis em
diferentes concentracdes

Bactérias EEP Alcool
30% 25% 20% 15% 10% 5% 67°GL

3 Micrococcus spp. S S S S S R R
2 S. aureus S S S S S S R
8 S. lugdunensis S S S S S S R
& Bacillus spp. S S S S S S R
% Corynebacterium spp. S S S S S S R
o Streptococcus spp. S S S S S S R
@ E. coli S S S S S R R
2 Pseudomonas sp. S S S S S R R
S Enterobacter spp. S S S S S R R
] Salmonella sp. S S S S S R R
= S. warneri S S S S S S R
© Klebsiella sp. S S S S S S R
o Citrobacter sp. S S S S S S R

S — sensivel, R — resistente
Fonte: A autora, 2016.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que o crescimento
de todas as bactérias foi inibido com o EEP nas concentrag¢des de 30, 25, 20, 15 e
10%. A CIM para os géneros Bacillus spp., Streptococcus spp., Klebsiella sp. e
Citrobacter sp. e as cepas de E. coli e Staphylococcus warneri foi obtida com EEP a
5%. Os géneros Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Pseudomonas sp.,
Enterobacter spp. e Salmonella sp. e as estirpes de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus lugdunensis apresentaram como CIM, EEP a 10%.

Conforme pode ser observado, o EEP inibiu o crescimento de 5 das 6

bactérias Gram-positivas testadas (83%) na concentragdo de 5% do extrato, ao



modo que na mesma concentragédo, nas Gram-negativas, o EEP inibiu o crescimento
de 3 das 7 cepas (42%) e o restante das bactérias demonstraram inibicdo ao extrato
na concentracédo de 10%. A menor CIM, com EEP 5% (p/v), mostrou-se mais
eficiente contra as bactérias Gram-positivas em relagdo as Gram-negativas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Grange e Davey (1990),
Marcucci (1996), Menezes (2005) e Junior (2012), que apontaram susceptibilidade
das bactérias gram-positivas por concentragdes baixas de EEP, enquanto que as
bactérias gram-negativas necessitaram de maiores concentragées do extrato para
sua inibigéo.

Sforcin et al. (2000) verificaram que cepas de Staphylococcus aureus sao
susceptiveis a baixas concentragdes de propolis, resultados estes que corroboram
com os encontrados no presente estudo. Ainda conforme Sforcin et al. (2000), a CIM
mais alta para as Gram-negativas pode ser explicada devido a complexidade
quimica da parede celular destas bactérias, sendo considerada esta, um dos fatores
limitantes para a atividade da propolis.

A resisténcia de todas as cepas quanto ao alcool observada neste
experimento demonstra a sua pouca atividade antimicrobiana. Resultados
semelhantes foram encontrados por Casquete et al. (2016), Loguercio et al. (2006) e
Dos Santos et al. (2003).

Quando observado os resultados obtidos na Tabela 1 e Tabela 2, pode-se
analisar que todas as cepas testadas no ensaio de microdiluicdo, foram sensiveis ao
EEP a 10% (p/v), porém Corynebacterium spp., Micrococcus spp e S. Warneri nao
apresentaram inibicdo do crescimento com EEP a 30% (p/v) no teste da atividade
antimicrobiana em diluigdo em Agar. Estes resultados podem ser explicados pelo
fato de que os ensaios in vitro ndo foram realizados no mesmo dia, podendo ter
ocorrido troca de espécie entre os géneros, ja que nao foram realizados testes
bioquimicos para o isolamento das bactérias por espécie.

E de extrema importancia promover experimentos que avaliem a atividade
da propolis de diferentes regides, pois se sabe que a agado antimicrobiana da
propolis € influenciada pela sua composicdo quimica. Desse modo, torna-se
relevante estudos que correlacionam a composicdo quimica da prépolis distintas
com suas atividades bioldgicas, buscando com isso estabelecer a CIM de proépolis
de diferentes regides. Isso reduziria o desperdicio do produto, visto que a prépolis

tem valor agregado no mercado.



Figura 5 — Leitura da concentragéo inibitéria minima do extrato em placas de
microdiluicao

crescimento bacteriano.
Fonte: A autora, 2016.

OQOS amarelados. sem crescimento Dbacteriano, pocOosS arroxeados.

A distribuicdo dos diferentes micro-organismos presentes nas analises de leite

durante o periodo experimental esta apontada na Tabela 3.

Tabela 3 — Frequéncia dos micro-organismos isolados do leite bovino

Micro-organismos Frequéncia % %

(2}
©
2 Staphylococcus spp. 21 46,7
4 Streptococcus spp. 10 91 22,2
e Bacillus spp. 6 13,4
E Corynebacterium spp. 4 8,9
Q)
= E. coli 1 2,2
o Enterobacter spp. 1 2,2
% Citrobacter sp. 1 9 2,2
_g Shigella sp. 1 2,2
>
()
c

Total 45 100 100

Fonte: A autora, 2016.



As bactérias Gram-positivas apresentaram frequéncia de 91% dos micro-
organismos isolados e caracterizados do leite, enquanto que as Gram-negativas
estiveram presentes em 9% dos isolados. Os resultados encontrados vao ao
encontro de Menezes et al. (2014), que relata uma taxa maxima de 10% de
bactérias Gram-negativas no leite proveniente de animais saudaveis. Segundo Lima
(1998), a microbiota presente no leite € composta normalmente por bactérias, sendo
as leveduras e fungos mais raros de serem encontrados. De acordo com Jay (1998),
em condicbes adequadas de manipulacdo e armazenamento, predomina a flora
Gram-positiva.

Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. foram os géneros com maior
frequéncia no leite, com um total de 68,9% das bactérias encontradas, seguido pelo
Bacillus spp. e Corynebacterium spp., com respectivamente 13,4 e 8,9% de
frequéncia. Estirpes de E.coli, Enterobacter spp., Citrobacter sp. e Shigella sp,
tiveram frequéncia de apenas 2,2%.

A alta frequéncia do género Staphylococcus spp. foi ao encontro dos dados
apresentados por Melo et al. (2013), que analisando bactérias isoladas de amostras
de leite no estado de Pernambuco, observou a presenca de 51,2% desta bactéria
frente aos demais isolados.

Resultados similares foram encontrados por Andrade (2010), onde os micro-
organismos isolados com maior frequéncia em amostras de leite bovino foram
respectivamente os géneros Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.

Fonseca e Santos (2000), relatam que a alta frequéncia de bactérias do
género Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. no rebanho, podem apresentar
risco a saude da glandula mamaria dos bovinos, pois esses agentes estédo
relacionados entre os principais causadores de infec¢gdes subclinicas, o que
ocasiona perda de producgao e da qualidade do leite.

A contaminacéo do leite pode ser dada através de duas vias: a endogena,
quando o animal apresenta no interior da glandula mamaria, bactérias que possuem
a capacidade de se instalarem e multiplicarem neste ambiente, podendo vir a causar
posteriormente, um processo inflamatério e exdégena, quando a contaminagao ocorre
apos o leite ser ordenhado (TRONCO, 2003). Os patogenos isolados da superficie
dos tetos estéo relacionados na Tabela 4.



Tabela 4 — Frequéncia dos patégenos bacterianos isolados da superficie da

pele dos tetos

Micro-organismos Frequéncia % %
§ Staphylococcus spp. 39 42,9
= Corynebacterium spp. 18 19,7
S Streptococcus spp. 7 82,4 7,8
& Bacillus spp. 6 6,5
g Micrococcus spp. 5 5,5
Enterobacter spp. 5 55
2 Klebsiella sp. 2 2,2
2 Proteus sp. 2 2,2
S Pseudomonas sp. 2 2,2
o Acinetobacter sp. 1 17,6 1,1
& Citrobacter sp. 1 1,1
© E. coli 1 1,1
o Pasteurella sp. 1 1,1
Shigella sp. 1 1,1
Total 91 100 100

Fonte: A autora, 2016.

Os resultados demostram a alta frequéncia de bactérias Gram-positivas na
superficie dos tetos (82,4%), sendo os géneros Staphylococcus spp.
Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. as principais bactérias encontradas,
com respectivamente 42,9, 19,7 e 7,8% de frequéncia em relacdo aos demais
isolados.

A alta frequéncia de Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. e
Streptococcus spp., encontrados na superficie dos tetos dos animais é explicada
pelo fato de que a pele do ubere e a dos tetos sdo os principais sitios de localizagao
desses agentes. (ZADOKS et al., 2002 e ZANETTE et al., 2010).

A frequéncia de Staphylococcus spp. isolados no leite (46,7%) e na
superficie dos tetos (42,9%), indica que existe relagdo entre o aparecimento deste
micro-organismo no leite, com sua presencga na superficie dos tetos, o que acaba
facilitando a sua penetragdo e posterior contaminacdo do leite (MYLLYS et al.,
1997).

O fato de que apenas animais com glandula mamaria saudavel foram
utilizados no experimento, explica a baixa incidéncia de bactérias Gram-negativas

(17,6%), pois as altas frequéncias destes micro-organismos no ubere levam a



infeccbes graves nos animais, causando mastite clinica generalizada no rebanho e a
(PEIXOTO et al., 2012). Altas taxas de presenca destes micro-organismos nos
animais causam a chamada mastite ambiental.

Os resultados encontrados na contagem de micro-organismos antes e apos
a aplicagéo do pré e pos-dipping para ambos 0s grupos experimentais, ndo foram
bem sucedidos devido a metodologia empregada, e deste modo, ndao foram
considerados para este trabalho.

Para o experimento in vivo, os animais foram separados em grupos
homogéneos, selecionando-se apenas animais com glandula mamaria saudavel. Os
valores médios de CCS/mL e de CPP/mL dos animais de ambos os tratamentos ao

longo do periodo experimental, podem ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores médios das contagens de células somaticas e contagem de
aerobios mesofilos no leite

Médias Tratamentos _ cV P
lodo Propolis

CCS/mL (0) 107.800 176.400a 29,86 0,0339*
CCS/mL (17) 232.700 245.000
CCS/mL (35) 127.400 98.000p 46,12  0,4816
CPP/mL (0) 29.013 19.638 54,13  0,3529
CPP/mL (17) 83.920 82.420
CPP/mL (35) 27.400 19.300 80,95 0,6076

CCS/mL — contagem de células somaticas/mL, CPP/mL -
contagem de aerobios mesodfilos /mL, CV — coeficiente de
variagdo, P — *diferenca significativa entre tratamentos, a,b —
diferenca significativa no tratamento.

Fonte: A autora, 2016.

Analisando os resultados encontrados em ambos os tratamentos, observa-
se que nao houve diferenga significativa (P>0,05) na CPP/mL do leite comparando-
se os valores médios iniciais e finais de cada tratamento. Os resultados encontrados
no tratamento de iodo, demostram CPP/mL de 29.013UFC/mL no leite inicial
27.400UFC/mL no leite ao final do experimento. O tratamento com o a aplicagdo do
EEP no manejo de pré e pos-dipping apresentou CPP/mL com 19.638UFC/mL e
19.300UFC/mL nas coletas iniciais e finais, respectivamente. Os resultados
encontrados para CCS/mL e CPP/mL nos animais de ambos os grupos estdo dentro
do preconizado pela legislagao (BRASIL, 2011).

Os resultados acima revelam o aumento da CPP/mL e CCS/mL no dia 17

para ambos 0s grupos experimentais. Este fato deve-se provavelmente as chuvas



torrenciais que ocorreram na regido durante este periodo. Nestas condig¢des, o
acumulo de lama nas instalagbes e 0 aumento da sujidade nos quartos mamarios,
podem ter causado esta elevada contaminagao no leite. Estes resultados vao ao
encontro dos observados por Bueno et al. (2008) e Takahashi et al. (2012) que
verificaram relagdo entre os aumentos de contagem bacteriana do leite de acordo
com as variacdes na precipitacdo pluviométrica.

Quanto a contagem de células somaticas, foi observado que os animais do
grupo do iodo n&o apresentaram diferenga estatistica (P>0,05) entre o inicio e final
do tratamento. Foi analisado que os animais manejados com o EEP, apresentaram
melhora na CCS/mL, diferindo estatisticamente (P<0,05).

Estes resultados vao ao encontro dos analisados por Hoepers et al. (2011),
que observou diminuicdo da CCS/mL nos animais com mastite subclinica, tratados
com EEP na concentragao de 35%, com periodo experimental de 26 dias.

Ataides et al. (2012), avaliando o uso da solugao alcodlica de propolis e do
iodo no pré e poés-dipping em animais com mastite subclinica, durante 10 dias,
observou que ndo houve diferenga significativa na CCS/mL entre os tratamentos,
resultados estes que corroboram com os encontrados neste trabalho. A diminuicéo
significativa na CCS/mL observada neste trabalho leva a entender que o EEP agiu
como anti-inflamatorio sobre a glandula mamaria dos animais do grupo 2, durante os
35 dias de tratamento.

A adequada higiene no momento da pré e pds-ordenha sdo medidas
importantes que auxiliam na prevencao de infecgdes intramamarias, pois existe
relacado direta entre a taxa de contaminacado na superficie dos tetos com a taxa de
infecgdes intramamarias nos bovinos. Assim, procedimentos visando a redugao da
contaminagao nos tetos, atuam na prevencao e controle dos casos de mastite e
consecutivamente, na redugdo da CCS/mL e da CPP/mL no leite (SOUZA et al.,
2005 e SANTOS, 2010).

Vale lembrar que as bactérias isoladas na superficie dos tetos dos animais
sdo habitantes normais do ambiente, e poderdo vir a causar mastite ou
contaminagao do leite, se houverem condi¢cdes favoraveis ao seu desenvolvimento.
E de responsabilidade dos técnicos a implantacdo de praticas de manejos que
minimizem o estabelecimento e a proliferagdo destes micro-organismos.

O EEP oriundo da Regido Noroeste do estado do RS-Brasil mostrou-se

eficaz nos testes de atividade antimicrobiana em ensaios in vitro e in vivo, contra os



principais micro-organismos envolvidos em casos de mastite em bovinos leiteiros.
Em ensaio in vivo, o EEP na concentracdo de 30% (p/v), mostrou-se benéfico na
sanitizacdo dos quartos mamarios antes e apos a ordenha dos animais, porém, os
resultados in vitro, demostraram que na concentragdo de 10% (p/v), o EEP foi efetivo
na inibicdo de todas as bactérias testadas, o que aumenta o rendimento da propolis

bruta utilizada na preparacao do extrato.



5 CONSIDERAGOES FINAIS

O EEP na concentragédo de 30% (p/v), nos ensaios in vitro, apresentou
atividade antimicrobiana frente as principais bactérias que causam mastite em
bovinos leiteiros. Foi observada a CIM contra todas as bactérias analisadas, com
EEP a 10% (p/v).

O solvente utilizado no preparo de extrato etandlico de prépolis nao
demonstrou atividade antimicrobiana frente as bactérias testadas in vitro.

O iodo na concentragcao de 0,2%, nos ensaios in vitro, ndo se mostrou
eficaz, porém no estudo in vivo, a utilizagdo da solucédo iodada a 0,2% manteve a
qualidade microbioldgica do leite e do estado sanitario dos animais (CPP/mL e
CCS/mL), dentro do preconizado pela IN-62.

Os resultados in vivo demonstram que o EEP utilizado no pré e pds-dipping,
apresentou diminuicdo significativa na CCS/mL, podendo ser utilizado como
desinfetante alternativo para o manejo de pré e pds-imersdo dos tetos de bovinos,
visto que apresenta agao antimicrobiana contra as principais bactérias que causam
mastite, sendo benéfica a prevencao desta enfermidade.

As principais bactérias isoladas do leite dos animais de ambos os grupos
experimentais foram respectivamente, Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e
Bacillus spp.

Os micro-organismos de maior frequéncia isolados da superficie dos quartos
mamarios foram respectivamente, Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. e
Streptococcus spp.

Destaca-se que sdo necessarias mais pesquisas na area, uma vez que a
prépolis € uma substancia que apresenta diferenca na sua composicao de acordo
com a regidao onde € coletada, e por este modo, suas propriedades biologicas

também sao distintas.
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