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1. INTRODUCAO

Na produgdo e industrializacdo do leite, um dos fatores que mais reduz a
qualidade e a quantidade do produto é a mastite (SAEKI et al., 2011). Esta € uma
reacdo inflamatdria da glandula mamaria, causada por agentes de natureza
infecciosa, tdxica ou traumatica, sendo essa a enfermidade mais prevalente dos
bovinos leiteiros.

O Staphylococcus aureus € um dos patdogenos de maior incidéncia nos
rebanhos. Os principais reservatorios deste micro-organismo sdo 0s quartos
mamarios infectados e a pele do Ubere e tetos (FONTANA et al., 2010). Infeccbes
intramamarias causadas por este agente causam grande preocupac¢do devido a
producdo de toxinas que contribuem para a patogénese da mastite. Além disso,
esses micro-organismos representam um problema de saude publica, uma vez
gue mesmo pasteurizado, o leite pode apresentar enterotoxinas termoestaveis,
causando disturbios alimentares nos consumidores (ANDRADE, 2010).

A prépolis € uma substancia resinosa natural, colhida pelas abelhas
meliferas em diferentes partes das plantas como brotos, botdes florais e
exsudatos resinosos. Quimicamente complexa, a propolis é composta por mais de
300 substancias diferentes (BURDOCK, 1998), possui varias outras propriedades
bioativas como acdo antiviral (BURDOCK, 1998; FISCHER et al., 2005),
antiinflamatéria (PAULINO et al., 2002), antioxidante, antiparasitaria (DECASTRO
et al., 1995) e anticarcinogénica (ORSOLIC, 2003). Além disso, um numero
significativo de trabalhos tem demonstrado a ac&o inibidora “in vitro”, de diferentes
extratos de propolis sobre bactérias Gram positivas e, em menor propor¢ao, sobre
bactérias Gram negativas (PARK et al., 1998; PINTO et al. 2001).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a sensibilidade antimicrobiana de
Staphylococcus aureus isolados de leite bovino frente aos extratos hidroalcodlicos
de propolis verde e prépolis marrom.

2. METODOLOGIA

Isolamento de Staphylococcus aureus

Foram isolados e caracterizados Staphylococcus aureus causadores da
mastite bovina, a partir de amostras de leite coletadas de tanques de refrigeracéo
em propriedades leiteiras da regido sul do Rio Grande do Sul. A caracterizagéo
das cepas bacterianas foi realizada conforme KRIEG & HOLT (1994). O numero
amostral foi de 64 cepas da espécie Staphylococcus aureus.



Preparo e Andlise dos extratos alcodlicos de prépolis verde e propolis
marrom

Os extratos hidroalcodlicos foram preparados conforme PAULINO et al.
(2002). Resumidamente, as amostras de propolis foram congeladas a — 70° C
para posterior trituracdo. A extracéo foi realizada em solugédo contendo alcool 96°
GL, sob agitacdo por 24 horas, a 37° C. ApGs, o solvente foi evaporado e a
matéria seca resultante, dissolvida em tampdo fosfato (pH 6,2), numa
concentracéo final de 100 mg/ml.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana “in vitro” dos extratos de propolis

Para a determinacdo do efeito antimicrobiano dos extratos de propolis foi
adotada a metodologia de diluicdo em caldo (Murray et al., 1999). Os extratos
foram diluidos sucessivas vezes em microplacas de poliestireno, com caldo Muller
Hinton duplo nas concentracdes de 100 mg/mL, 50 mg/mL; 25 mg/mL,12,5
mg/mL, 6,25 mg/mL, 3,12 mg/mL, 1,56 mg/mL, 0,78 mg/mL. Culturas puras de
Staphylococcus aureus, em Agar sangue, foram diluidas em salina estéril na
turbidez 0,5 da escala de Mac Farland e acrescentadas a cada diluicdo do extrato
de prépolis, para uma concentracdo final de 5x10°> UFC/mL. Todas as cepas
bacterianas foram testadas em duplicata. Para a determinagdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) considerou-se a maior diluicio em que ndo ocorreu
turbidez do meio ap6s 24-48h de incubacdo a temperatura de 37°C. As analises
estatisticas dos resultados de inibicdes bacterianas (I) e ndo inibicées bacterianas
(NI) foram feitas utilizando Teste de Qui-Quadrado, através do software Bioestat
5.3¢.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados da agdo antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de prépolis

verde e marrom sob as 64 cepas de Staphylococcus aureus testadas, encontram-
se na Figura 1.
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Figura 1. Atividade bactericida da prépolis marrom e propolis verde frente a diferentes
cepas de Staphylococcus aureus.



Pode-se observar que a acdo antimicrobiana do extrato hidroalcoolico da
propolis marrom sob os Staphylococcus aureus, na concentracdo 100 mg/mL
inibiu (1) todas os S. aureus testados, e a concentracdo de 50 mg/mL inibiu 85,9%
das cepas testadas (p<0,001). Ainda nas concentracdes 25 mg/mL (54,6%), 12,5
mg/mL (29,6%), 6,25 mg/mL (20,3%), 3,12 mg/mL (3,12%), 1,56 mg/mL (3,12%) e
0,78 mg/mL (3,12%) observou-se reducdo no crescimento bacteriano. Diante dos
resultados, nota-se o poder de agdo bactericida da propolis marrom perante o
agente Staphylococcus aureus, sobretudo a acdo nas concentracbes 100 e 50
mg/mL.

A acado antimicrobiana da propolis para a bactéria Staphylococcus aureus
ja havia relatada por Endler et al. (2003) e Pinto et al. (2001). Segundo Auricchio
et al., (2006), a acdo deve-se a presenca de flavonoides, que sédo solubilizados
em meio alcodlico, além de outros principios ativos que sinergicamente
contribuem para esta atividade.

O extrato de propolis verde na concentracdo 100 mg/mL, inibiu 47 das 64
cepas testadas (73,4%), enquanto que na concentracdo de 50 mg/mL houve
inibicdo de 37 cepas (57,8%) (p<0,02). Nas demais concentacdes nao ocorreu
inibicdo significativa: 25 mg/mL (12,5%), 12,5 mg/mL (6,2%), 6,25 m/mL (6,2%),
3,12 mg/mL (3,1%), 1,56 mg/mL (3,1%) e 0,78 mg/mL (0%).

Os melhores resultados de inibicdes parecem ser do extrato de propolis
marrom em relacdo ao verde, porém, ndo se observou diferenca estatistica
significativa entre os dois extratos de prépolis.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com os obtidos
por Langoni (1996), que em seus estudos utilizando extrato de prépolis, obteve
100 % de inibicdo ao Staphylococcus aureus. Além disso, Loguercio et al., (2006)
obtiveram resultados de sensibilidade média ao extrato de propolis dos isolados
de Stahylococcus coagulase-positivos de 94,4%.

4. CONCLUSOES

Os extratos hidroalcodlicos de prépolis verde e marrom inibem de forma
significativa o S. aureus isolados de leite bovino nas concentracées de 100 e 50
mg/mL.
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