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Curva de sobrevivéncia de bactérias isoladas do leite de vacas
com mastite a trés extratos etandlicos de propolis*

Time Kkill curve of bacteria isolated from milk of cows with mastitis to three
ethanolic extracts of propolis

Marcelo Souza Pinto,** José Eurico de Faria,”** Sérvio Tulio Alves Cassini,”*** Dejair Message,*****
Carmen Silva Pereira™ *****

Resumo
Estudou-se o efeito de extratos etandlicos de prépolis obtidos por alcool 70, 80 e 95%, sobre amostras de Staphy/ocoqcué

aureus e Streptococcus agalactiae isoladas do leite de vacas com mastite. Nao houve diferenga significativa (p>0,01) na
atividade antibacteriana entre os trés tipos de extratos etandlicos de prépolis estudados. As duas concentragdes de extratos
etandlicos utilizadas na avaliagao da sensibilidade do Staphylococcus aureus, 3,0 e 2,0 mg/mL, inibiram, de maneira seme-
Ihante, as trés amostras bacterianas testadas. Somente em uma amostra foi observada agao bactericida dos extratos etanélicos
de prépolis, em ambas as concentragoes, a partir de 12 horas de exposi¢do. Nas duas amostras de Streptococcus agalactiae,
observou-se o efeito bactericida da prépolis ao final do periodo de 24 horas de exposi¢ao as concentragdes de 0,43 e 0,3 mg/
mL. Verificou-se que, com dosagens cerca de dez vezes menores que as aplicadas para Staphylococcus aureus, houve uma
completa e irreversivel inibicdo do Streptococcus agalactiae, dentro do periodo estudado. Estes resultados estimulam o
prosseguimento de novas investigagdes sobre a utilizagdo de extratos de prépolis, em veiculos adequados, com vistas ao

tratamento da mastite bovina.
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Abstract

This study shows the effect of ethanolic extracts of propolis obtained by 70, 80 and 95% of ethanol on Staphylococcus aureus
and Streptococcus agalactiae strains, isolated from milk of cows with mastitis. There were no significant differences (P>0.01)
in the antibacterial activity among the three types of ethanolic extracts of propolis. The two concentrations of ethanolic extracts
utilized in the sensitivity test of the Staphylococcus aureus, 3.0 and 2.0 mg/mL, were similar in the inhibition of the three strains
tested. The bactericidal action of the ethanolic extracts of propolis was observed in only one strain, in both concentrations, from
12 hours of exposure. In the two strains of Streptococcus agalactiae, the bactericidal effect of propolis was observed at the end
of 24 hours of exposure to 0.43 and 0.3 mg/mL concentrations. Dosages at least ten times smaller than those applied to
Staphylococcus aureus caused a complete and irreversible inhibition of the Streptococcus agalactiae, during the studied period.
These results stimulate further investigations on the use of propolis extracts, using appropriate vehicles in bovine mastitis
treatment.
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Introducgao Ihdes de délares (Giraudo et al., 1997). A diminui¢do na pro-
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genético de ragas leiteiras (Degraves e Fetrow, 1993; National
Mastitis Council, 1998). Deve-se considerar, também, as per-
das ocasionadas a industria de laticinios, devido a queda na
qualidade do produto em fungao das alterages na sua com-
posi¢do quimica (Degraves e Fetrow, 1993).

Nos ultimos anos, houve um crescente interesse na utiliza-
¢ao de medicamentos de origem natural, obrigando a ciéncia
a se esforgar cada vez mais na busca do desenvolvimento de
novas drogas, sempre objetivando adquirir maior eficiéncia e
menor toxicidade. Nesse sentido, os produtos apicolas ga-
nham mais espago neste contexto e, dentre eles, a prépolis,
através de seu variado nimero de atividades biolégicas des-
critas. Muitos trabalhos nacionais e estrangeiros ilustram a
diversidade de atividades bioldgicas da prépolis e, dentre elas,
a antibacteriana. A grande maioria dos relatos mostra que os
diversos tipos de extratos de prépolis possuem acentuada
acao inibidora, in vitro, sobre géneros Gram-positivos e, em
menor escala, sobre as bactérias Gram-negativas (Grange e
Davey, 1990; Kujumgiev et al., 1999). As reconhecidas capaci-
dades antiinflamatéria e imunomodulatéria da prépolis
(Dobrowolski et al., 1991; Miyataka et al., 1998) também ser-
vem de estimulo para as investigagdes acerca de sua utiliza-
¢do0 em processos inflamatérios, como a mastite, em bovi-
nos.

A prépolis se constitui numa série de substancias resinosas,
gomosas e balsamicas, de consisténcia viscosa, recolhida
de certas partes dos vegetais, como brotos e cascas de arvo-
res ou de outras partes do tecido vegetal, pelas abelhas, que
a transportam até a colmeia, onde adicionam e modificam
sua composigao, através de secrecdes préprias como a cera
e secregdes salivares essenciais ou, ainda, seria resultante
do processo de digestao do pélen pelas abelhas (Ghisalberti,
1979). Possui como descrigao fisica e caracteristicas senso-
riais: aroma caracteristico (balsamico e resinoso), dependen-
do da origem botanica, cor variavel desde a amarelada, par-
da, esverdeada clara ao pardo escuro, sabor de suave
balsdmico a forte, amargo e picante e consisténcia maleavel
a ligeiramente rigida, & temperatura ambiente, e rigida em
temperaturas abaixo de 20°C (APACAME, 1999). E composta,
em média, por 55% de resinas e balsamos, 30% de ceras,
10% de dleos volateis e 5% de pdlen (Ghisalberti, 1979;
Bonvehi et al., 1994).

Possui uma composi¢do quimica complexa, contendo mais
de 160 componentes e, dentre os compostos quimicos identi-
ficados, podem ser citados os flavondides (flavonas, flavolonas
e flavononas), chalconas, acido benzdico e derivados,
benzaldeidos, alcodis, cetonas, fendlicos, heteroaromaticos,
alcool cinamico e derivados, acido caféico e derivados, acidos
diterpenos e triterpenos, minerais e outros (Walker e Crane,
1987; Bonvehi et al., 1994; Marcucci, 1995; Bankova et al., 1998;
Seixas et al., 2000).

Dependendo do tipo de solvente empregado na extragao ou
mesmo das condi¢des utilizadas no processo, havera maior
ou menor eficiéncia de extragdo das substancias fendlicas,
nas quais concentra-se a maior parte da atividade
farmacolégica da prépolis (Marcucci et al., 1999). O uso de
alcool hidratado a 70% na extragdo da prépolis resulta em
extratos com maior contelido de substancias fendlicas que

no caso de extragado com alcool absoluto, embora nao tenha

sido notado diferenga na produgdo de flavonéides entre os
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dois tipos de solventes. O alcool absoluto extrai parte da cera,
enquanto a extragao pela solugao hidroalcodlica a 70% resul-
ta numa tintura livre de cera (Woisky e Salatino, 1998).

A prépolis e alguns de seus componentes possuem efeitos
sobre a permeabilidade da membrana interna bacteriana aos
ions, causando a dissipagdo do potencial de membrana.
Como o gradiente eletroquimico de prétons através da mem-
brana é essencial para a bactéria, por manter a sintese de
ATP, o transporte através da membrana plasmatica e a
motilidade, tal efeito pode, conseqiientemente, contribuir muito
sobre toda a agao citotéxica da prépolis, podendo ainda dimi-
nuir a resisténcia das células a outros compostos
antibacterianos (Mirzoeva et al., 1997). Este fato pode explicar
a agdo sinérgica entre prépolis e alguns antibiéticos

Takaisi-Kikuni e Schilcher (1994) observaram, através da
microscopia eletrdnica, que o Extrato Etandlico de Propolis
(EEP), em Streptococcus agalactiae, inibe o crescimento
bacteriano por prevenir a divisao celular, levando a formagao
de estreptococos pseudomulticelulares (policariéticos), de-
sorganiza o citoplasma, caracterizado pela presenga de es-
pagos vazios ou estruturas fibrosas (fibrous-like), e ainda
causa alteragdo na membrana citoplasmatica e defeitos na
estrutura da parede celular, levando a bacteridlise parcial. Os
mesmos autores, através de técnicas de microcalorimetria,
ainda constataram que o EEP inibe a sintese protéica.

Testes realizados com amostras referéncia de Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC35218), quan-
do submetidas a diferentes concentragdes de Extrato
Etandlico de Prépolis (EEP) a 50% v/v, mostraram que con-
centragbes de EEP aproximadamente iguais ou maiores que
as respectivas Concentragoes Minimas Inibitorias (CMI) exer-
cem efeito bactericida marcante a partir de seis a nove horas
de exposicdo. Embora os perfis da curva do tempo de sobre-
vivéncia das duas bactérias estudadas tenham sido simila-
res, a concentracao do EEP para exercer efeito bactericida
efetivo sobre a .E.colifoi cerca de 10 vezes maior que o obser-
vado para o S. aureus (Fernandes Junior et al., 1997)."

Glinski e Meresta (1993) estudaram a agao antimicrobiana
de 592 amostras de prépolis de varias regides da Poldnia e
mostraram que seus extratos etandlicos diferiram nas suas
atividades antimicrobianas. A Concentragdo Minima Inibitéria
(CMI) dos extratos variou de 0,06 a 0,49 mg/mL e a Concen-
tragao Minima Bactericida (CMB), de 0,11 a 1,68 mg/mL para
Staphylococcus aureus. Assim, os autores sugerem que a
padronizagao da propolis deve ser baseada tanto nos valores
de CMI quanto na CMB. Ainda sugerem que a prépolis mais
efetiva deve ser caracterizada por valores de CMI abaixo de
0,3 mg/mL e CMB n&ao mais que 0,45 mg/mL e que os méto-
dos de extragao e de determinagao da atividade antibacteriana
devem ser rigidamente definidos, pois afetam tanto a CMI
quanto a CMB da prépolis.

Estudos in.vitro da eficacia antimicrobiana de extrato alcodli-
co de prépolis, proveniente de apiarios em Botucatu, SP, mos-
traram 100% de inibigdo do crescimento de estirpes de
Staphylococcus aureus e Corynebacterium bovis e, respecti-
vamente, 90% e 91% de inibi¢ao das estirpes de Streptococcus
agalactiae e Escherichia coli, testadas (Langoni et al., 1994).
Deve-se ressaltar que essas espécies bacterianas estao
entre as mais importantes e prevalentes na etiologia da
mastite bovina.




Existem poucos trabalhos na literatura cientifica sobre o uso
de extratos de prépolis e/ou derivados no tratamento ou pre-
vengdo da mastite em bovinos ou em outra espécie domésti-
ca. O primeiro relato na literatura sobre a utilizagdo de um
protocolo de tratamento de mastite através da prépolis re-
monta a 1980, por Mirolyubov e Barskov (1980).

Meresta et al. (1989) testaram um tratamento de mastite bovi-
na com extrato de prépolis. A recuperagao completa foi obser-
vada em 86,6% das vacas com mastite aguda, em 100% dos
casos de infecgdo causados por Candida albicans, 85% por
Escherichia coli, 91% por Staphylococcus sp e 84,3% por
Streptococcus sp. Os autores ainda concluiram que a prépolis
apresenta-se bastante efetiva na terapia da mastite causada
por microrganismos resistentes aos antibiéticos convencio-
nais.

Material e métodos

Apos diagnosticada a mastite, em suas diversas formas de
apresentagdo, as amostras de leite para isolamento e identi-
ficagdo do agente foram colhidas, imediatamente antes da
ordenha, em frascos esterilizados, com os devidos cuidados
de higiene e assepsia, conforme Faria (1995).

. As amostras de leite foram inicialmente pré-incubadas a 37°C,
por seis a 18 horas e, posteriormente, inoculadas em placas
contendo agar sangue base, adicionado de 5% de sangue
desfibrinado de carneiro e entao incubadas a 37°C, por 24-48
horas (National Mastitis Council, 1969).

Unidades Formadoras de Colénias (UFC) com caracteristi-
cas macroscépicas préprias de estafilococos, estreptococos
foram transferidas para tubos contendo caldo cérebro cora-
¢ao de bezerro (“BHI”) e incubadas a 37°C, por 24 horas. Para
a identificagdo das espécies bacterianas, além das caracte-
risticas morfotintoriais pelo método de Gram, utilizou-se o
método recomendado pelo “National Mastitis Council” (1969).
Também foram empregados testes especificos para identifi-
cagdo de cada espécie.

A classificagdo presuntiva do Staphylococcus aureus se ba-
seou nas seguintes provas, as quais apresentaram resulta-
dos positivos: Hemdlise em agar sangue; Prova da Catalase
(Holmberg, 1973); Prova da coagulase (Schalm et al., 1971);
Reacao da desoxirribonuclease (DNase) (Kowalski, 1977),
em agar DNase; Fermentagdao do manitol, em agar sal-
manitol; Crescimento anaerdébio em meio liquido de
tioglicolato de Brewer (Evans e Kloos, 1972); Reagéao de
Voges-Proskawer, conforme descrito em Bier (1985).

Os estreptococos foram identificados de acordo com a Prova
da Catalase (Holmberg, 1973), Reacao de CAMP (Quinn et
al., 1994) e tipo de hemdlise em agar sangue de carneiro
(Quinn et al., 1994).

A propolis estudada foi produzida pelo sistema CPI® (Coletor
de Prépoilis Inteligente), desenvolvido pelo apicultor Sr. Adomar
Jesus de Carvalho. Foi colhida em colmeias de abelhas
africanizadas, Apis mellifera, numa propriedade rural locali-
zada no Municipio de ltapecerica (MG), e cedida pelo referido
apicultor. A prépolis possuia cor verde e odor balsamico agra-
davel.

Os fragmentos da placa de prépolis foram triturados, pesa-
dos e, posteriormente, secados, dentro de uma placa de Petri,
em estufa a 50°C, por 18 horas. Na preparagao dos extratos
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adicionaram-se trés concentragdes diferentes de alcool etilico
(70, 80 e 95%) na proporgao de 3g de prépolis pura para cada
10 mL de solvente. Logo a seguir, as solugdes foram coloca-
das em estufa a 45°C, sob agitagdo, por 48 horas e, finalmen-
te, filtradas em papel de filtro WhatmanO numero 1. Classifi-
caram-se os filtrados como sendo Extrato Etanélico 70% (EEP
70), Extrato Etandlico 80% (EEP 80) e Extrato Etanélico 95%
(EEP 95). Foi efetuada a medigcao da resina obtida no proces-
so de extragdo e entdo prepararam-se solugdes estoque
numa concentragdo de 300mg/mL do respectlvo solvente
(etanol 70, 80 e 95%).

As concentragdes de extratos de propolis (EEP-70, EEP-80 e
EEP-95), em caldo “BHI”, utilizadas para a andlise, foram en-
contradas a partir de resultados obtidos em testes prelimina-
res. Assim, foram aplicadas as seguintes doses: 2,0 e 3,0
mg/mL para o S. aureus e 0,3 e 0,43 mg/mL para o S.
agalactiae. Nestes mesmos testes pilotos verificou-se que,
somente em concentragdes acima de 60 mg/mL, os solventes
comegavam a exercer efeito bactericida.

A determinagédo do numero de Unidades Formadoras de Co-
I6nias por mililitro (UFC/mL) foi obtida em placas contendo
meio Plate Count Agar (PCA). Com a finalidade de se estudar
o efeito das diferentes concentragdes dos extratos etandlicos
da prépolis e do tempo de exposi¢ao das bactérias a esses
extratos, a inoculagdo das aliquotas de “BHI” (0,1 mL) em
meio PCA foi realizada apés 0, 6, 12 e 24 horas de incubagao
a 37°C em meio “BHI” sem prépolis (controle) e “BHI” com
prépolis. Apés a incubagdo das placas por 24 horas/37°C,
finalmente contavam-se aquelas que continham até 300 UFC.

Os testes foram realizados em triplicata e o experimento foi
analisado como do tipo Parcelas Subdivididas (Split Plot), no
Delineamento Inteiramente Casualizado, sendo considera-
do como a subparcela, os quatro momentos de contagem de
UFC/mL. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
Software SAEG/UFV, versao 5.0.

Resultados e discussao

Foi verificado que os solventes nao exerciam efeito inibidor
ou bactericida sobre as culturas bacterianas de
Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae, incuba-
das a 37°C/24 horas, quando aplicados nos tubos de “BHI”
nas mesmas quantidades utilizadas para os extratos.

Nao houve diferenga estatistica significativa (p>0,01) na ativi-
dade antibacteriana dos extratos de prépolis extraidos pelas
diferentes concentragdes de alcool etilico hidratado, demons-
trando que os trés extratos tiveram comportamentos seme-
Ihantes na atividade antimicrobiana sobre as bactérias testa-
das. Este dado, de certo modo, discorda de autores que rela-
tam diferengas entre extratos etandlicos de prépolis produzi-
dos a partir de alcodis diferenciados. Segundo Marcucci et al.
(1999), ha maior ou menor eficiéncia de extragdo das subs-
tancias fendlicas, nas quais se concentra a maior parte da
atividade farmacolégica da prépolis, dependendo do tipo de
solvente empregado na extragdo ou mesmo das condig¢des
utilizadas no processo. Park et al. (1998) observaram que a
maioria dos flavondides identificados (quercetina, acacetina,
kanferide, isoramnectina, pinocembrina) foram extraidos nas
porcentagens etandlicas entre 60 e 80%. Por consequéncia,
a maior porcentagem de inibigdo do crescimento microbiano
foi proporcionado pelos extratos etandlicos de prépolis por
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alcool 60, 70 e 80%, havendo um decréscimo nesta atividade
nas porcentagens mais altas de etanol (90 e 95%).

Acreditava-se que o uso de diferentes alcodis pudesse pro-
duzir extratos etandlicos com algumas diferengas na compo-
sicdo quimica e, portanto, com atividades antimicrobianas
um pouco diferenciadas. Como nao houve esta distingao de
atividade bioldgica entre os trés extratos, possivelmente os
componentes responsaveis por tal propriedade estavam pre-
sentes nas trés solugdes. Woisky e Salatino (1998) verifica-
ram extratos com maior conteido de substancias fendlicas
quando utilizaram alcool hidratado a 70% na extragao da
prépolis que, no caso de extragao por alcool absoluto, embo-
ra nao tenha sido notada diferenga na produgéo de flavonéides
entre os dois tipos de solventes. Obregon e Rojas (1990)
verificaram que os resultados das analises de susceptibili-
dade bacteriana a diferentes extratos alcodlicos de prépolis
variavam com o método de extragao aplicado, porém inde-
pendentemente da concentragao de alcool utilizada.

Pdde-se constatar, também, diferencgas significativas (p<0,01)
entre os nimeros de UFC/mL, em todas as cinco amostras
bacterianas, quando analisados os fatores concentragao do
extrato etandlico da prépolis, tempo de incubagdo das amos-
tras e a interag@o entre estes dois fatores.

As figuras 1, 2, 3, 4 e 5 ilustram os perfis das curvas de sobre-
vivéncia das bactérias S. aureus amostra Vigosa |, S aureus
amostra Teixeiras Il, S. aureus amostra Teixeiras IlI, S.
agalactiae amostra UFV |l e S. agalactiae amostra ES-ST |,
respectivamente, a duas concentragdes de EEP por amostra
bacteriana. Como nao houve diferenga entre os extratos, as
médias estudadas nesta analise foram obtidas a partir do
conjunto dos trés extratos, EEP-70, EEP-80 e EEP-95.
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Figura 1 — Perfil da curva de sobrevivéncia do Staphylococcus aureus,
amostra Vigosa |, aos extratos etandlicos de propolis

12
A/‘-—.
10 /
§’ 8 —e—controle
E 6 . —=—3,0 mg/mL
—&—2,0 mg/mL
I — -
2 —~ -
0 T T T 1
Oh 6h 12h 24h
Tempo de Incubagao

Figura 2 — Perfil da curva de sobrevivéncia do Staphylococcus aureus,
amostra Teixeiras Il, aos extratos etandlicos de propolis
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Figura 3 — Perfil da curva de sobrevivéncia do Staphylococcus aureus,
amostra Teixeiras lll, aos extratos etandlicos de prépolis
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Figura 4 — Perfil da curva de sobrevivéncia do Streptococcus agalactiae,
amostra UFV |l, aos extratos etandlicos de prépolis
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Figura 5 — Perfil da curva de sobrevivéncia do Streptococcus agalactiae,
amostra ES-ST |, aos extratos etandlicos de prdpolis

Observa-se que, nas trés amostras de Staphylococcus aureus
estudadas, houve uma inibigdo do crescimento bacteriano ja
a partir do tempo zero (0Oh). Enquanto no tubo controle persis-
tia o crescimento bacteriano, nos tubos com as duas concen-
tragbes de prépolis a inibigao foi clara e acentuada durante
todo o periodo de avaliagdo. Isto pode demonstrar um efeito
bactericida da prépolis pois, logo num primeiro contato com
as células bacterianas, foi visivel que a mesma proporcionou
uma queda do nimero de unidades formadoras de coldnia.

As duas concentragdes utilizadas na avaliagdo da sensibili-
dade do S. aureus, 3,0 mg/mL e 2,0 mg/mL, inibiram, de ma-
neira semelhante, as trés amostras bacterianas testadas.
Somente na amostra Vigosa |, houve diferenga entre as duas




concentragdes, ao final das 24 horas de incubagao. A dose
de 3,0 mg/mL diminuiu mais o ndmero de UFC/mL que a
dose de 2,0 mg/mL (p<0,05).

Durante todo o periodo de avaliagao, nao foi observado ne-
nhum indicio de reversao do crescimento bacteriano, em qual-
quer amostra, perante a prépolis. Na amostra S. aureus
Teixeiras lll, constatou-se uma agao bactericida da prépolis,
em ambas as dosagens, a partir de 12 horas de incubacgao.
Nao foi verificada agdo bactericida completa dos extratos de
propolis nas amostras Vigosa | e Teixeiras Il, em nenhuma
das concentragdes utilizadas, durante o periodo de 24 horas
do estudo. Tal fato indica que ha variagao na sensibilidade a
prépolis entre isolados de S. aureus de origens diferentes,
como comumente acontece com outros tipos de
antimicrobianos.

Conforme relatado por diversos autores, o S. aureus é sensi-
vel a muitos compostos presentes nos mais diversos tipos
de extratos de prépolis, de diferentes origens. Assim, pode-
se explicar a acentuada sensibilidade deste importante agente
infeccioso a prépolis pesquisada no presente trabalho.

Segundo Grange e Davey (1990) e Kujumgiev et al. (1999) a
agdo bactericida da prépolis sobre Staphylococcus sp, e so-
bre a grande maioria dos microrganismos sensiveis, seria 0
resultado de uma agao conjunta de varios componentes, pois
nenhum composto isolado possui atividade maior que a do
extrato total. Isto sugere que a composigao quimica da prépolis
possui valor farmacolégico geral como uma mistura natural,
e ndo como uma fonte de novos compostos antimicrobianos
poderosos.

Também pdde-se verificar uma redugdo significativa no nu-
mero de unidades formadoras de coldnias a partir de seis
horas de incubagao, resultado este semelhante aos verifica-
dos por Fernandes Jr. et al. (1997), que encontraram, sobre o
S. aureus, um efeito inibidor marcante a partir de seis a nove
horas de exposi¢do ao extrato etandlico de prépolis.

Embora tenham sido observados efeitos inibidor e bactericida
completa ou ndo, dos extratos de prépolis para isolados de S.
aureus, a dosagem requerida para tanto, neste experimento,
foi muito acima das encontradas pela maioria dos autores.
Enquanto, neste estudo, utilizaram-se dosagens de 2 e 3 mg/
mL para se obter efeito inibidor, bactericida e bactericida com-
pleta (esta Ultima no caso da amostra S. aureus Teixeiras |},
Glinski e Meresta (1993) e Bonvehi et al. (1994) encontraram
valores que variaram de 0,06 a 1,68 mg/mL e de 0,08 a 0,1
mg/mL, respectivamente. No caso de amostras de
Staphylococcus aureus isoladas de casos de mastite bovina,
Meresta e Meresta (1985), encontraram uma concentragao
minima inibitdria em torno de 80mg/mL. Estas diferengas
possivelmente estado relacionadas as composigdes quimi-
cas diferentes da amostra de prépolis e a sensibilidade dos
isolados de S. aureus estudados. Os autores citados utiliza-
ram prépolis de origem européia. E necessario esclarecer
ainda, que processos de extragao diferenciados podem influ-
enciar decisivamente na composigao quimica de um extrato
e, assim, nas suas atividades bioldgicas.

Observam-se que nas duas amostras de Streptococcus
agalactiae estudadas, assim como nas amostras de S. aureus,
houve uma inibicdo do crescimento bacteriano ja a partir do
tempo zero (Oh), embora esta redugao nao tenha sido estatis-
ticamente significativa (p>0,05) no tempo zero, para o S.
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agalactiae amostra UFV Il. Enquanto no tubo controle havia
ainda o crescimento bacteriano, nos tubos com as duas con-
centragdes de propolis, a inibigao foi clara e acentuada du-
rante todo o periodo de avaliagao.

Nas duas amostras bacterianas houve efeito bactericida com-
pleto da prépolis ao final do periodo de 24 horas de exposi-
¢ao. Com seis horas de incubagao, observou-se diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) no nimero de UFC/mL
entre as duas concentragdes adotadas (0,43 e 0,3 mg/mL).
Na amostra S. agalactiae UFV Il, a concentragao de 0,43 mg/
mL, até entdo, inibiu mais o crescimento bacteriano, se com-
parado a concentragao de 0,3 mg/mL. Mas, ao final de 24
horas, as duas concentragdes conseguiram levar o nimero
de UFC/mL a zero.

Na amostra S. agalactiae ES-ST |, o comportamento das duas
concentragdes foi semelhante, ndo havendo diferenga entre
elas em nenhum momento da andlise. Ambas produziram
efeito bactericida completo ao final das 24 horas de incuba-
géao.

Assim como observado nas amostras de S. aureus, estes
resultados mostram que também ha variagdo na sensibilida-
de a propolis de amostras de S. agalactiae de origens dife-
rentes, como comumente acontece com outros tipos de
antimicrobianos.

. Pode-se observar que, com dosagens cerca de dez vezes

menores que as aplicadas para S. aureus, houve uma com-
pleta e irreversivel inibigao do S. agalactiae, dentro do periodo
estudado, demonstrando mais uma vez que este agente in-
feccioso se mostra muito sensivel a prépolis.

Segundo Takaisi-Kikuni e Schilcher (1994), o extrato etandlico
de propolis inibe o crescimento de Streptococcus agalactiae
por ter a capacidade de prevenir a divisao celular, levando a
formagao de estreptococos pseudomulticelulares (polica-
riéticos), inibir a sintese protéica, desorganizar o citoplasma,
caracterizado pela presenga de espagos vazios ou estruturas
fibrosas (fibrous-like) e, ainda, causar alteragdo na membra-
na citoplasmatica e defeitos na estrutura da parede celular,
levando a bacteridlise parcial. Possivelmente, estes meca-
nismos de injuria a célula bacteriana foram os responsaveis
pela agao bactericida verificada no presente estudo. Assim
como encontrado neste trabalho, os autores também verifica-
ram diferencas na sensibilidade bacteriana ao EEP entre as
duas amostras de Streptococcus agalactiae que estudaram,
porém, encontraram uma concentragdo minima inibitéria do
EEP (25% v/v) sobre o Streptococcus agalactiae, entre 5,0 x
10“a 1,5 x 10°® mg/mL, muito menor do que a estudada neste
experimento (0,43 e 0,3 mg/mL). Mais uma vez, tal diferenga
pode ser explicada por fatores que podem alterar decisiva-
mente o resultado de um ensaio biolégico em relagdo ao
outro, como: origens diferentes das amostras de prépolis
estudadas e, por consequéncia, as suas composi¢oes qui-
micas, fatores como as diferentes estirpes de bactérias de
uma mesma espécie, a concentragdo e metodologia adota-
da no processo de extragao da prépolis e, finalmente, o méto-
do de avaliagdo da inibicdo do crescimento bacteriano (con-
dicdes de temperatura, tipos de meios de cultura, tempo de
incubagao, técnicas diferentes de andlise).

Diante dos resultados observados e nas condigdes em que
foi conduzido o presente experimento, pode-se concluir que:
Amostras diferentes, de uma mesma espécie bacteriana, di-
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ferem quanto a sensibilidade a prépolis. Nao se obtiveram -

diferengas na atividade antibacteriana de extratos etandlicos
produzidos através dos alcodis 70, 80 e 95%. As concentra-
¢cdes de 2,0 e 3,0 mg/mL de extratos etandlicos de prépolis
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