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RESUMO

A prépolis € uma resina natural coletada e
modificada por abelhas, que tem sido usada como agente
quimioterapico desde a antigliidade. A acéo antibacteriana
desse composto foi avaliada através da inoculacdo de placas
de agar BHI, contendo 5% de extrato alcoolico de propolis a
50%, com um in6culo bacteriano de 1 x 10° células.mL.
Foram testados 161 isolados bacterianos, tanto gram positivos
(Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Nocardia asteroides
e Rhodococcus equi), como gram negativos (Escherichia coli,
Salmonella sp., Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa).
Os isolados foram considerados sensiveis ao extrato de
propolis quando ndo ocorreu crescimento bacteriano na placa
apés 72 horas de incubacdo a 37°C. Utilizaram-se, como
controle, meios acrescidos de 5% de alcool etilico e 5% de
solucéo salina. O extrato de prépolis demonstrou atividade
antibacteriana por inibir o crescimento de 67,7% das
bactérias testadas; 92,6% dos isolados Gram positivos e
42,5% dos Gram negativos foram sensiveis ao extrato. O
extrato alcoolico de propolis a 50% avaliado foi capaz de
exercer acdo antibacteriana efetiva contra a maioria dos
isolados testados.

Palavras-chave: flavonéides, atividade antibacteriana,
sensibilidade.

ABSTRACT

Propolis is a natural resin collected and modified
by honeybees. Since ancient times it has been used as a
chemotherapeutic agent. The propolis antibacterial activity
was evaluated through bacterial inoculation on BHI agar
plates with 5% of alcoholic propolis extract (10° bacteria.

mL?). One hundred and sixty one bacterial strains were
evaluated, as Gram positive bacteria (Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Nocardia asteroides and Rhodococcus equi)
as Gram negative (Escherichia coli, Salmonella sp., Proteus
mirabilis and Pseudomonas aeruginosa). The strain was
considered sensible to the propolis extract when no bacterial
growth was evident on the plate after 72 hours at 37°C. The
control test used agar plates with 5% of ethanol (M2) and 5%
of saline solution. Propolis extract demonstrated antibacterial
activity on 67.7% of the tested strains; 92.6% of Gram-positive
and 42.5% of Gram-negative strains presented sensitivity.
The propolis extract showed effective antibacterial activity
against the majority of tested strains.
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INTRODUCAO

A prépolis é uma substéncia resinosa ou
algumas vezes cerosa, coletada por abelhas meliferas
de diferentes exsudatos vegetais. Tem sido utilizada
na medicina tradicional desde a antigtiidade devido
a0 seu largo espectro de atividade biol 6gicacomo anti-
oxidante, anti-inflamatério, antibacteriano, antiviral,
antifangico e, até mesmo, anti-cancerigeno
(KUJUMGIEV et al., 1999; BANSKOTA et al ., 2000;
SFORCIN et al., 2000; MARCUCCI et d., 2001).

A composi¢do da prépolis varia de acordo
com o local de coleta e da espécie vegeta utilizada
pelas abel has na sua confecgdo. Alguns componentes
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estdo presentes em todas as amostras, enquanto outros
ocorrem somente em propolis colhidas de espécies
particulares de plantas. Pelo menos 200 componentes
diferentes j& foram identificados em amostras de
propolis de origens diversas, dentre esses, &cidos
graxos e fendlicos, ésteres, ésteres fendlicos,
flavondides (flavonas, flavanonas, flavonéis, di-
hidroflavondis, etc.), terpenos, B-esteréides, aldeidos
e élcoois aromaticos, sesquiterpenos e naftaleno
(GREENAWAY et al., 1991; AGA et al., 1994;
BANKOVA et d., 1995; MARCUCCI et d., 1996, 2001).

Extratos etandlicos, hidro-alcdolicos e
aquosos da prépolis tém sido utilizados e estudados
em diferentes situacbes como agentes
antitripanosomais (MARCUCCI et al., 2001), em
doencas pulmonares crbénicas ndo especificas
(MASTEROV & NERSESIAN, 1995), como
cardioprotetores(CHOPRA et al., 1995), em ferimentos
orais e da pele (ARVOUET-GRAND et a., 1993;
MAGRO-FILHO & CARVALHO, 1994; PARK etal.,
1998; KOO et al., 1999, 2000), no tratamento local de
doencas reumaticas (SIRO et a., 1996), como agente
antinflamatério (SOSA et a., 1997), anti-parasitério
(MOURA et al., 1998), em doencas reprodutivas
animais (SANTOS et al., 1999), como hepatoprotetor
(BASNET et al., 1996; BANSKOTA et a., 1998) e
antimicrobiano (AHMED etd., 1996; PARK etd., 1998;
BANKOVA et al., 1999; SFORCIN et al., 2000;
MARCUCCI et al., 2001).

O uso indiscriminado e prolongado de
antimicrobianos quimicos sintéticos tém levado a
selecdo de microrganismos patogénicos mutantes
resistentes a esses compostos, tornando o uso de
antimicrobianos de origem natural uma alternativa
eficaz eecondmica(CRISAN et dl ., 1995). O problema
da resi sténcia microbiana é crescente e a perspectiva
de uso de drogas antimicrobianas no futuro éincerta.
Portanto, devem ser tomadas atitudes que possam
reduzir este problemacomo, por exemplo, controlar o
uso de antibidticos, desenvolver pesquisas para
melhor compreensdo dos mecanismos genéticos de
resisténcia e continuar o estudo de desenvolvimento
de novas drogas, tanto sintéticas como naturais
(NASCIMENTOet d., 2000).

O objetivo deste trabalho foi avaliar aagdo
antibacteriana “in vitro” da propolis em solucdo
alcoolica a 50% sobre isolados bacterianos Gram
positivos e negativos, oriundos de animais.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se 161 isolados bacterianos
liofilizados (81 Gram positivos e 80 Gram negativos),

provenientes da bacterioteca do Laboratério de
Bacteriologia do Departamento de Medicina
Veterindria Preventiva da Universidade Federal de
SantaMaria. Dentre osisolados Gram positivos, foram
utilizados 46 de Staphylococcus sp., 21 de
Streptococcus sp., cinco de Rhodococcus equi e nove
de Nocardia asteroides; os isolados Gram negativos
foram: 29 de Pseudomonas aeruginosa, nove de
Proteus mirabilis, 22 de Salmonella spp. e 20 de
Escherichia coli. As bactérias foram reconstituidas
em &guadestilada estéril, semeadasem TSA (Tryptic
Soy Agar) easplacasincubadasa37° C por 48 horas.
Ap0s a incubag8o, emulsionaram-se os indculos em
agua destilada estéril, sendo a turvacdo gjustada a
escalal deMcFarland (300 x 10° bactérias. mL™2). As
suspensdes bacterianas foram diluidas até obter-se
um in6culo bacteriano equivalente acercade 1 x 10°
céulas bacterianas . mL™* de suspenso.

A prépolisfoi obtidade api&rioscomerciais
daregido de Santa Maria, estado do Rio Grande do
Sul. Preparou-se o extrato de prépolis a uma
concentracdo de 50% de prépolis (p/v) em solucéo de
alcool etilico 96°GL, segundo a metodologia de
SWEWCZAK & GODOY (1984). Otestefoi redlizado
com trés tipos de meio de cultura, tendo como base o
agar BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 5% de
propolis (M1), 5% de etanol 96°GL (M2) e 5% de
solucéo salina (M3), os quais foram distribuidos em
placas de petri e estocados em geladeira por, no
maximo, uma semana e submetidos a controle de
esterilidade antes do uso. Os tratamentos M2 e M3
consistiam nos control es negativo do veiculo utilizado
para extracéo e controle do in6culo bacteriano,
respectivamente.

Para o teste de sensibilidade, fez-se a
semeadura, com alca de drigalski, de 0,1mL da
suspensdo bacteriana contendo aproximadamente 1 x
10° bactérias.mL™* por placa, realizando-se duas
repetices por tratamento. Asplacasforam incubadas
a 37°C por 24 a 72 horas, dependendo da espécie
bacteriana testada. Os isolados foram considerados
sensiveis ao extrato de propolis, quando ndo ocorreu
crescimento bacteriano nas placas apds 72 horas de
incubagdo a 37°C. Os resultados obtidos foram
analisados estatisticamente de acordo com STELL &
TORRIE (1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Dentre as 161 amostras bacterianas
avaliadas, 109 foram sensiveis ao extrato de prépolis,

0 que representou 67,70% do total pesquisado. Todas
asamostras cresceram nas placas cujo meio de cultura
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foi acrescido de etanol (M 2) e de solucdo salina(M3).
A presentaram sensibilidade ao extrato de prépolis, 75
(92,60%) dos 81 isolados Gram positivose 34 (42,50%)
dos 80 Gram negativos avaliados, concordando com
osachadosde LANGONI et . (1996) que encontraram
percentuais de 96,70% de bactéria Gram positivas
sensiveisao extrato de prépolis. Estes autorestambém
observaram maior atividade do extrato sobre as
bactérias Gram positivas, porém o perfil de
sensibilidade encontrado para as Gram negativas foi
maior (83,72%). Deacordo comBANKOVA et . (1999)
eMARCUCKCI et . (2001), aatividade antibacteriana
dapropolisémaior contraas bactérias Gram positivas,
devido aos flavondides, &cidos e ésteres aromaticos
presentes na resina, 0s quais atuariam sobre a
estrutura da parede celular desses microrganismos
através de um mecanismo de agéo aindanéo el ucidado.

Analisando a atividade antibacteriana do
extrato de prépolis contraos géneros bacterianos Gram
positivos (Figura 1), observa-se que 100% dos
isolados de Nocardia asteroides demonstraram-se
sensiveis ao extrato, seguido do Staphylococcus sp.
(97,83%), Streptococcus sp. (80,95%) e Rhodococcus
equi (80%). Este elevado percentual de sensibilidade

do género Nocardia € muito significativo, pois em
casos de mastite estabactériaé geralmenterefraté&riaa
terapia por agentes antimicrobianos sintéticos, mesmo
apresentando sensibilidade nos testes “in vitro”
(CARTER & CHENGAPPA, 1991; KHARDORI etdl.,
1993; BROWN-ELLIOT etd., 2001). AsbactériasGram
negativas demonstraram percentual deresisténciabem
mais elevado quando comparadas as Gram positivas,
sendo o maior percentual de sensibilidade o de
Pseudomonas aeruginosa (72,41%). Nos demais
géneros, obteve-se sensibilidade de 33,30% para
Proteus mirabilis, 25% paraEscherichia coli €22,72%
paraSalmonellasp. (figural). LANGONI et a. (1996)
encontraram sensibilidade de 100% paraisolados de
Staphylococcus aureus, Prototheca zopfii,
Corynebacterium bovis, Rhodococcus equi e
Enterobacter aerogenes. Para os demais géneros
testados, os autores encontraram sensibilidade de
91% para Escherichia coli, 90% para Streptococcus
agalactiae, 87,50% para Klebsiella pneumoniae,
85,70% para Pseudomonasaeruginosa € 81,30% para
Salmonella sp. No entanto, BANKOVA et al. (1999)
ndo encontraram nenhumaatividade antibacterianade
extrato de propolis sobreisolado clinico de Escherichia
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Figura 1 — Comportamento “in vitro” de diferentes isolados bacterianos ao extrato alcéolico de propolis a 50%. 1- Nocardia asteroides; 2—-
Staphylococcus sp.; 3— Streptococcus sp.; 4- Rhodococcus equi; 5- Salmonella sp.; 6- Escherichia coli; 7- Proteus mirabilis; 8-

Pseudomonas aeruginosa.
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coli, enquanto MARCUCCI et a. (2001), analisando
diferentes fracBes de extrato metandlico de prépolis,
encontraram poucaou nenhumaatividade sobre cepas-
padréo de Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027). Até o
presente, ndo se tem dados que respondam o porqué
destamenor atividade dos extratos de propolis contra
bactérias Gram negativas, no entanto, esses agentes,
apesar de possuirem uma estrutura de parede celular
menosrigidado que as Gram positivas, tém umaparede
celular quimicamente maiscomplexa, sendo queum dos
congtituintes dessa parede, o lipopolissacarideo, € que
determinaaantigeni cidade, toxicidade e patogenicidade
desses microrganismos. Além disso, esse grupo de
bactérias possui um teor lipidico maior do que as Gram
positivas. Tais caracteristicas podem estar envolvidas
com amaior resisténciaao extrato testado.

Parece haver umarelacdo entre aatividade
antibacteriana do extrato e a composi¢do quimica da
propoalis, que variade acordo com as espécies vegetais
das quais a resina foi coletada (MILLER &
LILENBAUM, 1988; BANKOVA et al., 1999;
CHRISTOV etd.,1999; WESTON et d., 1999). Estudos
posteriores que avaliem, comparativamente, propolis
oriundas de diferenteslocais e suas atividades contra
diferentes géneros bacterianos, podem auxiliar na
elucidacdo de tal questao.

CONCLUSDES

O extrato alcéolico a 50% de propolis
apresenta atividade antibacteriana “in vitro”,
inibindo o crescimento de 67,70% das amostras de
Nocardia asteroides, Staphylococcus sp.,
Streptococcus sp., Rhodococcus equi, Salmonella
sp., Escherichia coli, Proteus mirabilis e
Pseudomonas aeruginosa avaliadas. As bactérias
Gram positivas s80 mais sensiveis (92,6%) ao extrato
testado do que as Gram negativas (42,5%). Dentre as
bactérias avaliadas, Nocardia asteroides foi a
bactéria Gram positiva mais sensivel (100%) e
Pseudomonas aeruginosa a Gram negativa que
apresentamaior sensibilidade (72,41%) ao extrato de
propolis.
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