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1. INTRODUCAO

A proépolis é uma resina natural, coletada pelas abelhas através de diversas
partes da planta, brotos e exsudatos resinosos (GHISALBERTI, 1979). Sua
composicao é variavel de acordo com a espécie vegetal coletada, sazonalidade e
espécie de abelha (BANKOVA, 2005). A coloracdo varia de acordo com sua
procedéncia, podendo ser marrom escuro, esverdeada ou marrom avermelhado e
odor caracteristico, que pode variar (MARCUCCI, 1996). Mais de 200
componentes ja foram identificados em diferentes amostras de propolis
(BANKOVA et al.,2000) e conferem propriedades biol6gicas ja descritas em
literatura, como atividade antiviral, antifUngica, antiprotozodria, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, cicatrizante, antioxidante, dentre outras (MARCUCCI, 1996;
MONTPIED et al., 2003; GHISALBERTI, 1979; KUMAZAWA et al., 2004). Quanto
a sua acdo antimicrobiana € conhecido que a presenca da propolis inibi o
crescimento bacteriano de diversas espécies Gram positivas e Gram negativas
(MARCUCCI, 1996).

Os Staphylococcus aureus sdo cocos Gram positivos, catalase positiva,
coagulase positiva, hemoliticos, produzem acetoina além de ter a capacidade de
fermentar o manitol, maltose e trealose com producdo de &cido (QUINN et al,
2005). E um dos micro-organismos que mais causam prejuizos na producio
leiteira, pois € tido como o patdgeno 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).

Um crescente aumento na resisténcia a antimicrobianos vem sendo
associado a este micro-organismo ao longo do tempo, e isso pode ser atribuido
ao uso indiscriminado e inadequado dos farmacos (Costa, 1996). BRITO (2001)
relata que os antiobidticos B-lactamicos fazem parte do grupo cujos estafilococos
apresentam maior resisténcia. Além disso, h4 uma preocupacdo crescendo por
parte dos consumidores com residuos de antimicrobianos que podem estar
presente nos alimentos, fato esse que levaria a uma sele¢cao de micro-organismos
resistentes e colocaria em xeque os tratamento disponiveis. Por esse motivo ha
uma demanda cada vez maior por métodos alternativos aos antibiéticos no
tratamento e prevencao de enfermidades e os 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 da espécie
Staphylococcus aureus sejam inativadas em contato com extratos etanolicos de
propolis verde e marrom.
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2. METODOLOGIA

As amostras de prépolis verde e marrom foram coletadas de colméias de abelhas
da espécie Appis mellifera, trituradas e imersas em alcool etilico absoluto na
proporcao de uma parte de prépolis 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. O composto foi diluido em &agua destilada estéril até a
concentracéo de 2,5%.

A cepa de S. aureus utilizada foi ATCC 12600. Foi realizada semeadura em
meio de cultura e as coldnias obtidas apds 24 horas de incubacéo a 37°C foram
suspensas em solucdo salina estéril a 0,85% até turbidez ajustada sob a escala
0,5 de McFarland (aproximadamente 1,5 x 10® bactérias/mL). Essa suspensao
sofreu 3 diluicdes seriadas na base 10 e foi colocada em contato com as solucfes
de prépolis. Dois tubos contendo solugdo de prépolis verde 2,5% mais indculo
bacteriano e 2 tubos contendo solucdo de prépolis marrom 2,5% mais inéculo
bacteriano foram incubados a 37°C. Desses tubos foram coletadas amostras em 8
momentos, que foram semeadas em triplicata: zero minutos (apenas suspensao
bacteriana), 15 minutos, 30 minutos, 01 hora, 02 horas, 03, horas, 04 horas, 05
horas e 06 horas.

As semeaduras procederam ap0s mais duas diluicdes seriadas na base 10.
Foram semeados 01 mL em placas contendo Agar PCA (Plate Count Agar)
utilizando a técnica pour-plate. Apos 24 horas de incubacédo, as placas foram
submetidas a contagens de unidades formadoras de colénias (UFC) e os
resultados foram analisados com auxilio do software estatistico BioEstat versao
5.3, através de analise de variancia e comparacdo entre médias pelo teste de
Tukey.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O poder antibacteriano da prépolis ndo € mais novidade atualmente,
buscando-se o conhecimento de seus compostos quimicos mais ativos e, ligado a
isso, as melhores concentracdes a serem utilizadas e, em determinados casos, 0
tempo de exposicéo. Neste trabalho, o tempo de exposicdo de S. aureus frente a
extratos etandlicos de prépolis verde e marrom, na concentracdo 2,5%, foi
controlado e, a Figura 1 demonstra a queda nas contagens do micro-organismos
em funcdo do tempo de exposicdo. Nota-se que, o inoculo inicial continha
aproximadamente 1,2 x 10® UFC/mL e ao passar de apenas 15 minutos, as
contagens cafram aproximadamente 50%, atingindo 6,7 x 10’ UFC/mL com
exposicdo frente ao extrato de propolis marrom e 6,2 x 10’ UFC/mL frente ao
extrato de propolis verde. Comparando a acdo dos dois tipos de propolis aos
primeiros 15 minutos, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05).

Ao passar de duas horas de exposicdo, a propolis marrom ja néo
apresentou contagens, ao passo que a propolis verde apresentou média de
contagem igual a 5 x 10* UFC/mL e houve diferenca estatistica entre os extratos
(p<0,05). As trés horas de incubacio ja4 ndo houve crescimento em nenhuma
placa semeada. A Figura 2 demonstra a inibicdo do crescimento de S. aureus em
funcdo do tempo e expressas em porcentagem.
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Figura 1. Contagens de Staphylococcus aureus
em funcdo do tempo de exposicdo a extratos
etanolicos de prépolis verde e marrom a 2.5%
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Quanto ao propolis marrom, houve diferenca estatistica em relacdo a
amostra pura, a partir de 30 minutos de exposi¢cao (p<0,01) e quanto ao verde a
diferenca ocorre a partir de uma hora de exposi¢cdo (p<0,01). Aparentemente, 0
extrato etandlico de prépolis marrom tem uma eficacia ligeiramente maior que o
extrato de prépolis verde. Cabe salientar, que a regido de coleta e a vegetacao do
local influem na composicéo e concentracdes de principios bioativos da propolis.

Figura 2. Inibicdo do crescimento de Staphylococcus
aureus em funcdo do tempo de exposicdo a extratos
etanolicos de préonolis verde e marrom a 2.5%
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Costa et al. (2009) ndo encontrou diferengas entre o uso de propolis a 1% e
0 uso de solugdes cloradas na desinfecgdo de hortalicas e, Hoepers et al. (2011),
ao estudar os efeitos desinfetantes da propolis em quartos mamarios de vacas em
lactacéo, relatou que 100 pL de extrato de propolis a 35% utilizado isoladamente
na desinfec¢ao 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.

4. CONCLUSOES

De acordo com os resultados, conclui-se que extratos etandlicos de
propolis a 2,5% tém acdo bactericida sobre S. aureus inibindo totalmente seu
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crescimento apés 2 e 3 horas de exposicdo (propolis marrom e verde,
respectivamente).
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