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tro biological activity of brown propolis.] Atividade antibacteriana in vitro da prépolis
marrom. Pesquisa Veterindria Brasileira 36(4):279-282. Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Av. Filinto Miiller 2443, Ipiranga,
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The aim of this study was to evaluate the in vitro antibacterial activity of brown propo-
lis, by determining the minimum inhibitory concentration (MIC). The alcoholic extract of
propolis was obtained from 35g of crude propolis macerated in 65mL of cereals alcohol.
Dilutions of propolis extracts used were: 75mg/mL; 56.4mg/mL; 37.5mg/mL; 18.9mg/mL;
9.3mg/mL; 4.5mg/mL, and 2.25mg/mL. Thirty-two Gram-positive bacteria isolates were
used: Rhodococcus equi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylococcus spp.
and Streptococcus spp.; and the thirty-two Gram-negative bacteria isolated were: Enterobac-
ter agglomerans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Pseudomonas aerugi-
nosa, Pseudomonas sp., Salmonella sp., and Serratia rubidaea, obtained from infectious clini-
cal processes of domestic animals, and stored in the Laboratory of Bacteriology of FAMEZ/
UFMS. The brown propolis extract showed antibacterial activity with MIC ranging from 2.25
to 18.9mg/ml for Gram-positive bacteria and 4.5 to 18.9mg/ml for Gram-negative bacteria,
and bacteria from cattle and dogs were more resistant. It was concluded that brown propolis
has antibacterial action, but the effect depends on the species of the bacterium and its origin.

INDEX TERMS: Biological activity, brown propolis, bacteria, bactericidal, minimum inhibitory con-

centration.

RESUMO.- Objetivou-se avaliar a atividade antibacteriana
in vitro da prépolis marrom, por meio da determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). O extrato alcodlico de
propolis foi obtido de 35 g de prépolis bruta macerada em
65 mL de alcool de cereais. As concentragdes do extrato de
propolis usadas foram: 75mg/mL; 56,4mg/mL; 37,5mg/mL;
18,9mg/mL; 9,3mg/mL; 4,5mg/mL e 2,25mg/mL. Foram uti-
lizados 32 isolados de bactérias Gram-positivas: Rhodococcus
equi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus hyicus, Staphylo-
coccus spp. e Streptococcus spp., e 32 isolados de bactérias
Gram-negativas: Enterobacter agglomerans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella sp., Pseudomonas aerugino-
sa, Pseudomonas spp., Salmonella spp. e Serratia rubidaea,
provenientes de processos clinicos infecciosos de animais
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domésticos, obtidas e armazenadas no Laboratorio de Bac-
teriologia da FAMEZ/UFMS. O extrato de prépolis marrom
apresentou atividade antimicrobiana com CIM variando de
2,25 a 18,9mg/mL para as bactérias Gram-positivas e 4,5 a
18,9mg/mL para as bactérias Gram-negativas, sendo as bac-
térias provenientes de bovinos e caninos as mais resistentes.
Conclui-se que a prépolis marrom tem a¢do bactericida, em
funcdo da espécie da bactéria e da procedéncia animal.

TERMOS DE INDEXACAO: Atividade antibacteriana, prépolis mar-
rom, bactérias, bactericida, concentragdo inibitéria minima.

INTRODUCAO

A propolis é uma substancia resinosa que as abelhas co-
letam de diversas partes das plantas, como brotos, botdes
florais, cascas e exsudatos resinosos (Park et al. 1998, Pe-
reira etal. 2002). As abelhas utilizam a prépolis para fechar
pequenos orificios, mumificar insetos que morrem no inte-
rior da colmeia, defender contra invasdo de microrganis-
mos, fortalecer os favos e proteger a entrada das colmeias
(Marcucci 1996, Bankova et al. 2000).
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A prépolis tem sido empregada como um importante fi-
toterdpico devido aos estudos que revelaram seu potencial
antibacteriano, anti-inflamatoério, antiviral, antifingico e
imunomodulatério (Castro 2001, Sforcin & Bankova 2011,
Cabral et al. 2012, Portilho et al. 2013). Também, apresen-
ta propriedades farmacoterapéuticas que a coloca como
possivel alternativa ao uso dos antibidticos. No entanto, ha
necessidade de uma padroniza¢io das doses e dos extratos
(Coelho et al. 2010).

Em toda a extensdo do territério brasileiro sio encon-
tradas plantas apicolas produtoras de substrato para a
composicdo e sintese de prépolis. A grande diversidade
dessas plantas, a época de coleta da resina, a genética das
abelhas e a regido geografica proporcionam a prépolis uma
variada composi¢do quimica (Marcucci 1996, Bankova et
al. 2000, Orsi etal. 2005, Gonsales et al. 2006, Daugsch et al.
2008). As propriedades quimicas da prdpolis apresentam
importante valor farmacolégico como um complexo natu-
ral e ndo como uma fonte de compostos que atuam isolada-
mente (Kujumgiev et al. 1999).

Diante do exposto, realizou-se este trabalho com o obje-
tivo de avaliar a atividade antibacteriana da prépolis mar-
rom frente a bactérias isoladas de processos infecciosos de
animais domésticos.

MATERIAL E METODOS

A propolis bruta foi coletada das colmeias de abelha Apis mellifera,
instaladas em apiario na Fazenda Escola da Faculdade de Medici-
na Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de Mato Gros-
so do Sul, situada no municipio de Terenos, MS (20°26’34.31”S
54°5027.86”0, com 530,7m de altitude). Para produgdo da proé-
polis, entre os meses de maio a agosto, foram colocadas telas de
nylon entre a melgueira e a tampa. Apds 45 dias, as telas foram
removidas, embaladas e transportadas até o laboratério de Api-
cultura da FAMEZ/UFMS, em Campo Grande, MS. A propolis foi
proveniente da florada de plantas apicolas da regido: Luehea sp.
(acoita-cavalo), Piptadenia falcata (angico-do-cerrado), Tabebuia
spp. (ipés), Tabebuia caraiba (para-tudo), predominando Verno-
nia spp. (assa-peixes) e Cecropia pachystachya (embauba).

Para obtencdo do extrato alcodlico de prépolis, foram utiliza-
das 35g da prépolis bruta com agitacdo diaria durante 45 dias em
65mL de alcool de cereais. Posteriormente foi filtrada em papel
de filtro, obtendo-se uma solucdo estoque, armazenada em fras-
cos ambar e mantida em temperatura ambiente. Analisaram-se
os parametros fisico-quimicos (cera, residuo seco, fendis totais
e flavonoides totais) adotados pela legislagdo brasileira vigente
(Brasil 2001), segundo a metodologia descrita por Funari & Ferro
(20006).

0 protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de ética no
uso de animais/CEUA da UFMS (Protocolo n®260/2010). Todas as
amostras de bactérias utilizadas neste estudo foram provenien-
tes da bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia da FAMEZ/
UFMS. As amostras foram obtidas de processos clinicos infeccio-
sos de animais domésticos, sendo mantidas congeladas a -20°C,
com criopreservante glicerol, na proporg¢ao v/v. Foram usadas 32
amostras de Gram-positivas e 32 amostras de Gram-negativas. A
identificagdo das amostras, a espécie animal de origem e o nime-
ro de isolados, estdo demonstrados nas Quadros 1 e 2, respectiva-
mente, para as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A atividade antibacteriana do extrato alcoélico de prépolis foi
investigada por meio da determinagdo da Concentragdo Inibitéria
Minima (CIM) pela técnica de sensibilidade por microdiluicdo em
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Quadro 1. Concentragio Inibitoria Minima (CIM) do extrato
alcodlico de propolis marrom frente as bactérias
Gram-positivas

Bactérias Procedéncia N2de isolados CIM (mg/mL)
Rhodococcus equi Equina 1 9,30
Staphylococcus aureus Bovina 3 9,30 (2/3)
18,90 (1/3)
Camundongo 1 4,50
Staphylococcus hyicus Canina 1 4,50
Staphylococcus spp. Bovina 1 9,30
Canina 21 2,25(9/21)
4,50 (7/21)
9,30 (4/21)
18,90 (1/21)
Felina 1 2,25
Camundongo 1 9,30
Streptococcus spp. Bovina 1 2,25
Equina 1 2,25

Quadro 2. Concentracgio Inibitéria Minima (CIM) do extrato
alcodlico de prépolis marrom frente as bactérias
Gram-negativas

Bactérias Procedéncia N2deisolados CIM (mg/mL)
Enterobacter agglomerans ~ Bovina 2 9,30
Suina 1 9,30
Escherichia coli Ave 1 9,30
Bovina 7 9,30 (5/7)
18,90 (2/7)
Canina 3 4,50
Felina 1 4,50
Klebsiella pneumoniae Canina 2 4,50 - 18,90
Felina 1 4,50
ATCC 13883¢ 1 4,50
Klebsiella sp. Felina 1 9,30
Pseudomonas aeruginosa Felina 3 4,50 (1/3)
9,30 (2/3)
Pseudomonas spp. Bovina 2 9,30
Canina 3 4,50 (1/3)
9,30 (2/3)
Salmonella spp. Alimento 1 9,30
Equina 1 9,30
Bovina 1 4,50
Serratia rubidaea Felina 1 9,30

2 ATCC 13883 = American Type Culture Collection.

caldo, segundo protocolo descrito por Winn Jr et al. (2008), com
modificagdes.

As amostras bacterianas foram reativadas em caldo infusdo de
cérebro e coragdo (BHI) e o teste de pureza e viabilidade realiza-
do em Agar BHI. Foram escolhidas algumas colonias bem isoladas
que foram repicadas em caldo BHI. A padronizagio do in6culo foi
realizada pela equiparacdo da turvacdo do repique com o tubo 0,5
da escala de Mac Farland, que corresponde ao nimero de 1,5x10°®
bactérias/mL.

0 ensaio de sensibilidade foi executado em placas de micro-
titulagdo de 96 pocgos. As diluicdes do extrato de prépolis usadas
foram: 75mg/mL, 56,4mg/mL, 37,5mg/mL, 18,9mg/mL, 9,3mg/
mL, 4,5mg/mL e 2,25mg/mL. A cada pog¢o foram adicionados
10pL do in6culo bacteriano. Controles foram usados empregando
o in6culo bacteriano e alcool de cereais. Os ensaios foram realiza-
dos em duplicata/microrganismo/tratamento.

As placas contendo indculo, e as diferentes concentragdes do
extrato, foram incubadas em estufa a 37°C por doze horas. Apos
esta etapa todos os pogos foram semeados em placas de 4gar BHI
as quais foram incubadas a 37°C por uma noite. A leitura das pla-
cas foi realizada pela observacdo do crescimento das colonias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

0 extrato alcodlico de propolis 35% apresentou 29,90mg/
mL de cera, 151,28mg/mL de residuo seco, 13,95mg/mL
de flavonoides totais e 27,65mg/mL de fenois totais. O teor
de compostos fendlicos do extrato de proépolis marrom
deste ensaio é semelhante aos 2,61% (26,1mg/mL), encon-
trado no extrato de propolis proveniente de Prudentépolis,
PR analisado por Buriol et al. (2009), entretanto o teor de
flavonoides é superior aos 0,46% (4,6mg/mL). H4 de se
destacar que ambos os extratos estdo dentro dos limites
estabelecidos pela legislagio brasileira, na qual o teor de
flavonoides da prépolis é de 0,25% - minimo (2,5mg/mL) e
para os compostos fenoélicos 0,50% - minimo (5,0mg/mL)
(Brasil 2001).

Foi verificado que o extrato alcoélico de prépolis apre-
sentou atividade antimicrobiana para todas as bactérias
Gram-positivas (Quadro 1) e Gram-negativas (Quadro 2)
utilizadas nesta pesquisa, no entanto, com diferentes CIM,
dependendo da espécie e do isolado, conferindo a propolis
uma possivel aplicacdo como substancia antibacteriana.

Para as bactérias Gram-positivas, a CIM do extrato al-
codlico de prépolis variou de 2,25 a 18,5mg/mL. A menor
CIM do extrato alcodlico de prépolis capaz de inibir o cres-
cimento de Streptococcus spp. de procedéncia bovina foi
2,25mg/mL. Para as bactérias do género Staphylococcus,
também de procedéncia bovina a CIM foi 9,3mg/mL, indi-
cando maior resisténcia desse género ao extrato de pro-
polis quando comparada ao género Streptococcus, o que é
esperado, uma vez que bactérias do género Staphylococcus
possuem maior habilidade em desenvolver resisténcia a
compostos em geral, sendo utilizada como um microrga-
nismo de referéncia em testes de resisténcia.

Resultados positivos também foram encontrados por
Saeki et al. (2011), em que o extrato alcodlico de prépolis
a 30% foi eficaz contra Staphylococcus aureus proveniente
de animais portadores de mastite, apresentando um halo
de inibicao entre 6 e 18mm, sugerindo como alternativa ao
uso dos antibiéticos comerciais. Apesar da técnica de di-
fusdo de discos ser amplamente utilizada para ensaios an-
tibacterianos, tal técnica possui como limitacdo o fato de
ndo indicar a quantidade exata do composto necessaria pra
inibir uma determinada concentragio bacteriana.

Serra Bonvehi et al. (1994) encontraram acdo bacteri-
cida da propolis bruta, de origem brasileira, para Staphylo-
coccus aureus com uma CIM de 0,1mg/mL, valor inferior
aos 9,3mg/mL encontrados neste ensaio, o que demonstra
maior atividade inibitéria da prépolis testada por estes au-
tores. Vale ressaltar que no presente ensaio, a procedéncia
clinica dos microrganismos testados pode ter influenciado
na eficacia da inibigdo do crescimento bacteriano.

Neste trabalho verificou-se que, o extrato alcodlico de
propolis 35% apresentou agdo antibacteriana com concen-
tracdo inibitéria minima variando de 4,5 a 18,9mg/mL para
Escherichia coli e de 4,5 a 9,3mg/mL para Pseudomonas ae-
ruginosa. Valores com concentragdes inibitérias superiores
foram encontrados por Sforcin et al. (2000), usando extrato
de proépolis 30%, sendo a CIM de 5,70% (57mg/mL) para
Pseudomonas aeruginosa e de 6,33 a 8,00% (63,3-80,0mg/
mL) para Escherichia coli, o que pode estar relacionado

ao fato das amostras de bactérias serem provenientes de
pacientes humanos, provavelmente, em tratamento, o que
torna estes isolados com possibilidade de apresentagio de
maior resisténcia a antimicrobianos.

Estes valores foram superiores aos encontrados para as
bactérias Gram-positivas, o que é esperado, considerando-
-se que a parede celular das bactérias Gram-negativas é
mais fina que a das bactérias Gram-positivas, porém mais
complexa, devido ao lipopolissacarideo (LPS), sendo a acdo
sobre este tipo de estrutura um desafio para os testes com
antibacterianos (Winn Jr et al. 2008).

As investigacdes realizadas por Mirzoeva et al. (1997)
corroboraram com os resultados obtidos nesse estudo.
Neste estudo, o extrato de prépolis apresentou atividade
antimicrobiana sobre bactérias Gram-negativas, com con-
centracdo inibitéria minima (CIM) entre 4,5 e 18,9mg/
mlL, e sobre bactérias Gram-positivas com CIM entre 2,25
e 18,9mg/mL.

Siripatrawan et al. (2013), utilizando prépolis tailande-
sa extraida com etanol 30, 40, 50%, verificaram que os ex-
tratos de prépolis demonstraram atividade antibacteriana
frente a Staphylococcus aureus TISTR 118, no entanto, ndo
exibindo halo de inibi¢do com extrato 70% e, nenhuma
dessas concentragdes apresentou efeito inibitério frente a
Escherichia coli TISTR 780, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 e Salmonella enteritidis DMTS 17368. Ja Orsi et al.
(2005), utilizando extratos de prdpolis provenientes de
duas regides do Brasil, verificaram efeito bactericida do
extrato de propolis frente a Salmonella spp, assim como
neste ensaio, no qual obteve-se CIM entre 4,5 e 9,3mg/mL
(Quadro 2).

De acordo com Stepanovic¢ et al. (2003), independente-
mente da resisténcia microbiana aos antibioticos, o extrato
de proépolis (2g propolis bruta e 10mL etanol 95%) mos-
trou significativa atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram-positivas (CIM 0,78mg/mL a 12,5mg/mL de extrato
etanolico de propolis), enquanto as bactérias Gram-nega-
tivas foram menos suscetiveis (12,5mg/mL a >50mg/mL
de extrato etandlico de prépolis). Os valores encontrados
por estes autores para Staphylococcus aureus foram entre
0,78mg/mL e 3,1mg/mL, inferiores aos obtidos no presen-
te trabalho (Quadro 1). Ja para Escherichia coli e Pseudo-
monas aeruginosa, Stepanovi¢ et al. (2003) encontraram
12,5mg/mL e >50mg/mL, respectivamente, ambos valores
superiores aos encontrados no presente estudo (Quadro 2).

Bactérias de procedéncia bovinas e caninas apresen-
taram maior resisténcia, provavelmente pelo histérico de
tratamento destes animais, marcado pelo uso indiscrimina-
do de antimicrobiano, acarretando selecdo de populacoes
bacterianas mais resistentes.

0 emprego da propolis como antibidtico natural seria
possivelmente mais viavel para o tratamento de infec¢des
provocadas por bactérias Gram-positivas, com formula-
¢des que permitissem o uso topico, a exemplo do que é
praticado em infec¢des da via respiratéria superior e na
odontologia. Pesquisas com o extrato etanoélico de prépolis
comprovaram a inibigdo do microrganismo Streptococcus
mutans causador da carie dentéria (Park et al. 1998, Alves
et al. 2006). Outro uso possivel foi efetuado como extrato
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hidrossolivel de préopolis na pré e pés-imersio dos tetos de
bovinos leiteiros na prevencdo da mastite bovina (Andrade
2010).

CONCLUSAO

A proépolis marrom, utilizada como extrato alcodlico 35%,
tem agdo bactericida frente as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas utilizadas neste estudo, apresentando dife-
rentes concentragdes inibitérias minimas, dependendo da
espécie, do microrganismo e de sua procedéncia, sendo as
de origem bovina e canina as mais resistentes.
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