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STAPHYLOCOCCUS PROVENIENTES DE LEITE MASTITICO

Aline M. F. BALBINO'; Ana B. S. SANTOS?; Lucas E. O. APARECIDO?; Polyana F. CARDOSO*;
Poliana C. COLPA? ; Délcio B. SILVA®

RESUMO

A busca por novos farmacos ¢ uma constante, especialmente quando se refere ao tratamento de mastites, ja que a
maioria dos patdgenos apresentam resisténcia aos antimicrobianos. O veneno de abelha ¢ uma substancia que reporta na
literatura diversos trabalhos afirmando seu potencial antimicrobiano. Considerando estes aspectos, o objetivo deste
projeto foi avaliar a atividade antibacteriana da apitoxina contra bactérias do género Staphylococcus, causadoras de
mastite. O isolamento do agente etiologico e testes para avaliar a agdo antibacteriana in vitro da apitoxina em quatro
diferentes concentragdes foram realizados. Os resultados demonstraram que a apitoxina possui agdo antibacteriana
contra as bactérias do género Staphylococcus, indicando uma potencial alternativa a terapia com antibioticos.
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1. INTRODUCAO

Um dos mais importantes problemas sanitarios que afetam a bovinocultura leiteira ¢ a
mastite (RODRIGUES et al., 2018). Um aspecto importante no controle da mastite ¢ a resisténcia
dos patdgenos aos antimicrobianos, que leva ndo apenas a dificuldade do tratamento, mas também
representa um risco para a saude publica. O género Staphylococcus é o principal causador das
mastites nas diferentes regides do Brasil, com maior prevaléncia dos Staphylococcus coagulase
negativo. Observa-se que a penicilina, ampicilina, amoxicilina e neomicina sdo os antimicrobianos
que os microrganismos causadores de mastite apresentam maior resisténcia (ACOSTA et al., 2016).

Neste contexto, os diferentes produtos naturais propiciados pela apicultura apresentam bons
resultados terapéuticos. Entre as abelhas existentes utilizadas na apicultura, hd o género Apis, como
a Apis mellifera, que ¢ conhecida como abelha africanizada ou abelha do mel. Essas sdo comuns e
disponibilizam produtos completamente naturais, dentre eles o mel, a geleia-real, a cera, a
apitoxina, o poélen, e at¢é mesmo larvas de zangdo (MOREIRA, 2012). Dentre os produtos
relacionados com as abelhas Apis mellifera, destaca-se aqueles com agdo antibacteriana ja reportada

na literatura, como a propolis e a apitoxina (PEREIRA, 2017). Em um estudo realizado por Han et
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al. (2007), o tratamento com apitoxina coreana demonstrou amplo didmetro de zona de inibi¢do
contra sete patdgenos causadores de mastite. A maior efetividade foi contra Staphylococcus aureus
com uma contagem bacteriana reduzida com menos de 1,0 log UFC/mL depois de 12 horas de
incubacao.

Portanto, objetivou-se com este projeto avaliar in vitro o potencial antibacteriano da
apitoxina através da formagdo de halos de inibicdo de crescimento bacteriano em cultivos de

bactérias do género Staphylococcus.

3. MATERIAL E METODOS

As amostras de apitoxina foram adquiridas pela compra do veneno bruto de abelha Apis
mellifera advindas de floradas de eucalipto, que possuiam em sua composi¢do apamina, fosfolipase
e melitina identificadas pela analise de componentes por espectrometria de massa. E as amostras de
leite mastitico foram provenientes da rotina de diagnostico de CMT (california mastitis test) do
setor de Bovinocultura Leiteira do IFSULDEMINAS, campus Muzambinho. Através da ordenha
manual, o leite obtido foi colocado em frascos estéreis, e logo acondicionado em caixa de isopor
com gelo para o envio ao Laboratorio de Bromatologia.

A fim de cultivar e isolar o agente, foi utilizado o dgar BP (baird-parker) especifico para
Staphylococcus e o caldo BHI (infusdo cérebro coragdo). Em placas contendo dgar BP foi inoculado
cinco diferentes amostras de leite com mastite. Apds 48 horas na estufa a 37°C, houve a
identificacdo do crescimento das colonias de Staphylococcus e a transferéncia dos agentes para
tubos contendo BHI, que ficaram durante mais 48 horas na estufa. Posteriormente, utilizando a
escala de Mcfarland, as bactérias isoladas foram suspensas em solucao salina estéril para obtengao
de uma turvagao idéntica ao tubo 0,5, que se refere a 150 milhdes UFC/mL.

Para avaliar a atividade antibacteriana foi usado o método de difusdao em agar pela técnica
de perfuracdo de pocos. A apitoxina foi diluida em dgua destilada nas seguintes concentracdes: 3
mg/mL, 7 mg/mL, 11 mg/mL e 15 mg/mL. A suspensdo de bactérias foi inoculada nas placas de
petri contendo agar AMH (mueller hinton) e apds a absor¢do do indculo pelo agar, foram
adicionados 50 uL de cada uma das concentracdes de apitoxina nos pogos previamente feitos. O
controle negativo usado foi 50 uL de dgua destilada. Em seguida, as amostras foram incubadas
invertidas a 37°C durante 24 horas.

Posteriormente, foi avaliado o desenvolvimento de halos de inibi¢do ao redor dos pocos
contendo a solugdo de apitoxina, e entdo medidos com um paquimetro. O resultado foi considerado
positivo na formagao de halos a partir de 9mm.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica Teste de Tukey, com 95% de

confianga, e também foi feita analise de homocedasticidade para verificar se os dados sdo normais



(TUKEY, 1977).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados apresentados na Tabela 1, os resultados indicam que a apiterapia com
veneno de abelha (apitoxina) apresentou um efeito significativo no controle do crescimento da

bactéria Staphylococcus em mastite bovina in vitro.

Tabela 1. Influéncia de diferentes concentracdes no crescimento de Staphylococcus em

mastite bovina in vitro.

Concentragdes Halo de inibi¢do
(mg/mL) (mm)*
0 0 e
3 10,477 d
7 11,752 ¢
11 12,8603 b
15 13,803 a
CV: 21,76*

*M¢édias seguidas por letras diferentes na coluna indicam diferencgas significativas, conforme o teste

de Tukey, com 95% de confianca. O valor P ¢ de 0.0049.

Foi observado que, com o aumento das concentragdes de apitoxina, houve uma elevagao nos
halos de inibi¢ao do crescimento bacteriano, demonstrando um efeito dose-resposta positivo. A
auséncia de inibi¢do no grupo controle (0 mg/ml) confirma que o efeito inibitério observado estd

diretamente relacionado ao tratamento com apitoxina.

Esses resultados sugerem que a apitoxina pode ser uma op¢ao promissora para o tratamento
de infecgdes bacterianas causadas por Staphylococcus em casos de mastite bovina. Em estudos
realizados por Viana (2015), a medida que a concentracdo de apitoxina foi aumentando ocorreu a
ampliacdo dos halos de inibicdo do crescimento das bactérias nas placas, efeito igualmente
perceptivel nos resultados desta pesquisa. Neste mesmo estudo, a menor concentragao utilizada foi
3,12 mg/mL que ndo resultou em atividade antibacteriana, enquanto que na pesquisa em questdo a

menor concentragdo foi 3 mg/mL com ag¢do antibacteriana positiva.

Estudos utilizando diferentes amostras de apitoxina, sugerem que o tipo de florada
influencia nos niveis dos compostos apamina, fosfolipase e melitina, responsaveis pela agdo
antibacteriana e anti-inflamatéria (PEREIRA, 2017). Na pesquisa anteriormente mencionada, o
veneno com maior concentragao das substancias citadas apresentou resultados melhores quanto a

acdo antibacteriana. Portanto, uma explicagdo para a variagao entre os resultados entre estudos pode



ser a composi¢ao do veneno.

Além do uso individual da apitoxina como antimicrobiano, também tem sido considerado o
uso sinérgico do veneno de abelha com farmacos, como foi demonstrado por Pereira (2017),
combinando a oxacilina o veneno de abelha apresenta efeito bactericida contra cepas de

Staphylococcus.

5. CONCLUSAO

Concluiu-se que a apitoxina possui atividade antibacteriana satisfatoria in vitro contra
bactérias do género Staphylococcus causadoras de mastite. Como demonstrado, o uso da apitoxina
apresenta potencial no tratamento da mastite bovina sem efeitos indesejaveis advindos do uso de
antimicrobianos. Para tanto, mais estudos in vivo sdo necessarios para comprovar o seu efeito

rotineiramente.
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