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1. INTRODUCAO

A prépolis é uma resina natural, coletada pelas abelhas através de
diversas partes da vegetacdo. Sua composicdo varia de acordo com a espécie
vegetal, a sazonalidade e espécie de abelha (BANKOVA, 2005). A coloracéo varia
de acordo com sua procedéncia, podendo ser marrom escuro esverdeada ou
marrom avermelhado e odor caracteristico, que pode variar (MARCUCCI, 1996).
Ja foram identificados mais de 200 componentes em diferentes amostras de
propolis (BANKOVA et al.,, 2000) que Ihe conferem propriedades biologicas e
farmacoldgicas ja descritas em literatura, como atividade antiviral, antifungica,
antiprotozoéaria, antimicrobiana, anti-inflamatoria, cicatrizante, antioxidante, dentre
outras (MARCUCCI, 1996; KUMAZAWA et al., 2004). Quanto a sua acao
antimicrobiana € conhecido que a presenca da propolis inibi o crescimento
bacteriano de diversas espécies Gram positivas e Gram negativas (MARCUCCI,
1996).

O género Staphylococcus spp. se apresentam como cocos Gram
positivos, catalase positiva e, a enzima coagulase divide esse género em dois
grandes grupos, 0s coagulase positiva e negativa, e a partir destas informacoes,
testes como a capacidade hemolitica, producdo de acetoina e fermentacdo de
carboidratos como manitol, maltose e trealose ajudam a caracterizar e diferenciar
as principais espécies presentes em rebanhos leiteiros como causadores de
mastite bovina: S. aureus, S. intermedius e S. epidermidis (QUINN et al, 2005). E
um dos micro-organismos que mais causam prejuizos na producao leiteira, pois é
tido como o patégeno de maior relevancia na etiologia da mastite bovina. Além
disso, representa perigo a saude publica, pois alimentos contaminados por suas
toxinas podem causar gastroenterites alimentares, através do leite produzido por
um quarto mamario infectado (ZECCONI & HAHN, 2000).

A resisténcia desses micro-organismos a antimicrobianos sintéticos vém
sendo descrita ha décadas e esté vinculado ao uso indiscriminado e inadequado
dos farmacos (COSTA, 1996). BRITO (2001) relata que os antibiéticos [-
lactamicos fazem parte do grupo cujos estafilococos apresentam maior
resisténcia. Além disso, 0os consumidores dos produtos de origem animal vém
apresentando uma preocupacdo crescente com residuos de antibidticos nos
produtos, o que levaria a uma selecdo de micro-organismos resistentes e 0s
tratamentos disponiveis jA ndo mais teriam éxito. Por esse motivo ha uma
demanda cada vez maior por métodos alternativos no tratamento e prevencao de
enfermidades e, compostos naturais estdo cada vez mais presentes em medicina
veterinaria. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo estabelecer o
periodo necessario para que, bactérias do género Staphylococcus spp. sejam
inativadas em contato com extratos etandlicos de prépolis marrom.



2. METODOLOGIA

As amostras de propolis marrom foram coletadas de colméias de abelhas
da espécie Apis mellifera, trituradas e imersas em alcool etilico absoluto na
proporcao de uma parte de propolis para 3 partes de alcool para retirada de seus
compostos bioativos e, sob agitacdo, permaneceu durante 48 horas sob
temperatura de 37°C. O composto foi filtrado e rotaevaporado para retirada do
alcool e, a concentracdo foi obtida através da diferenca das pesagens de 2
gramas do composto antes e depois de sua exposicdo a temperatura de 100°C
durante duas horas. Para emulsificagdo do composto foi utilizado emulsificante
comercial EUMULGIN® HRE-40. A esterilizagdo do composto foi realizada em
filtro hidrofilico com porosidade de 22um. Apds, foi realizada diluigdo com agua
destilada estéril até a concentracéo de uso (25 mg/mL).

Os estafilococos utilizados foram isolados do leite coletado em tanques
resfriadores de propriedades leiteiras da regido sul do Rio Grande do Sul, e
caracterizados segundo Quinn (2011) e armazenados sob temperatura de -20°C
em caldo BHI com glicerol até o momento do uso. Foram descongelados 6 cepas
de S. aureus, 6 cepas de S. intermedius e 6 cepas de S. epidermidis e semeadas
em Agar sangue ovino 5% e incubados por 24 horas em estufa bacteriol6gica em
condicbes de aerobiose a 37°C, quando foram suspensas em solucdo salina
estérii a 0,85% até turbidez ajustada sob a escala 0,5 de McFarland
(aproximadamente 1,5 x 10° bactérias/mL) e diluida 3 vezes na base 10. Essas
suspensdes foram colocadas em contato com solucdo de prépolis marrom 25
mg/mL em dois tubos distintos e incubados a 37°C. Esses tubos foram coletadas
amostras em 8 momentos, que foram semeadas em triplicata: zero minutos
(apenas suspensédo bacteriana), 15 minutos, 30 minutos, 01 hora, 02 horas, 03,
horas, 04 horas, 05 horas e 06 horas. Foram semeados 100 pL em placas
contendo Agar PCA (Plate Count Agar) utilizando a técnica pour-plate. Apos 24
horas de incubacdo, as placas foram submetidas a contagens de unidades
formadoras de col6nias (UFC) e os resultados foram analisados com auxilio do
software estatistico BioEstat versdo 5.3, através de andalise de variancia e
comparacao entre meédias pelo teste de Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dois primeiros momentos avaliados (15 e 30 minutos de incubacéo),
as contagens de S. aureus diferiram estatisticamente (p<0,05) das contagens das
demais espécies, apresentando-se mais elevadas. Em apenas 15 minutos de
incubacdo com a solucdo de prépolis marrom (25 mg/mL), S. epidermidis foi
inibido em 56,01%, S. epidermidis em 49,87% e S. aureus em apenas 30,88%.
Aos 30 minutos 76,02% das colonias de S. epidermidis haviam sido inibidas e
72,63% das colbnias de S. intermedius, ao passo que, S. aureus teve apenas
60,01% de inibicdo. A partir de uma hora de incubacdo ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) entre as contagens dos micro-organismos estudados. Todos
foram inibidos em mais de 88% com uma hora de incubagao e, com duas horas
de incubacdo, todas as colonias de S. intermedius e S. epidermidis haviam sido
eliminadas, restando apenas 1,1% das colonias iniciais de S. aureus. A Figura 1
ilustra as taxas de inibicAo das colbnias de S. aureus, S. intermedius e S.
epidermidis em funcéo do tempo de exposicéo a solucao de propolis marrom.

Nota-se a maior resisténcia de S. aureus quando comparado a outros
micro-organismos do mesmo género e, esta € a espécie mais importante do
género Staphylococcus, apresentando o0 maior numero de fatores de
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patogenicidade e resisténcia (SILVA et al., 2007). Em nosso estudo, S.
epidermidis apresentou a maior sensibilidade entre as trés espécies avaliadas.
Essa espécie ndo produz coagulase, um importante fator de patogenicidade e
viruléncia (QUINN, 2005).
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Figura 1. Porcentagem de inibicdo do crescimento do género
Staphylococcus spp. em funcdo do tempo de exposicdo a
extrato hidro-alcodlico de propolis marrom

Costa et al. (2009) nédo encontrou diferencas entre o uso de prépolis a 1%
e 0 uso de solucdes cloradas na desinfeccdo de hortalicas e, Hoepers et al.,
(2011), ao estudar os efeitos desinfetantes da propolis em quartos mamarios de
vacas em lactacdo, relatou que 100 pL de extrato de propolis a 35% utilizado
isoladamente na desinfeccédo externa dos tetos pode ser recomendado, uma vez
que foi capaz de inibir 100% do crescimento microbiano, além de diminuir a
ocorréncia da mastite subclinica nos rebanhos.

Os resultados obtidos sdo promissores para a cadeia de producao de
leite, ja que o género Staphylococcus spp. encontra-se como um dos principais
causadores de mastite bovina e contaminantes do leite apds obtencdo do mesmo.
O potencial da propolis como desinfetante pode ser estudado como método de
desinfeccdo de tetos pré-ordenha ou mesmo desinfeccdo de equipamentos,
utensilios ou tubula¢@es utilizadas no processo de obtencdo e armazenamento de
leite, assim como em outras areas em medicina veterinaria e, a utilizacdo de
concentragcbes maiores da apresentada nesse estudo tende a diminuir o tempo de
inativacdo bacteriana. ApOs pesquisas mais aprofundadas, o tratamento de
enfermidades com propolis pode ser uma boa alternativa a resisténcia microbiana
aos farmacos sintéticos.

4. CONCLUSOES

O extrato hidro-alcodlico da propolis marrom, apresentou atividade
inibitoria total do crescimento bacteriano de S.intermedius e S. epidermidis com
duas horas de contato com a solug&o de prépolis ndo ocorrendo 0 mesmo com S.
aureus, que demonstrou maior resisténcia quando comparados com outros micro-



organismos. O extrato de propolis apresenta potencial de desinfec¢cdo podendo
ser utilizado como alternativa em sistemas de producéo de leite.
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