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The aim of this study was to characterize chemically a sample of brown
propolis and determine the time of action needed for eliminating microorga-
nisms causing bovine mastitis. It was prepared hydroalcoholic extract of bro-
wn propolis (25 mg/mL) and this was evaluated for content of total phenolic
compounds, total flavonoids, qualitative and quantitative analysis of pheno-
lic compounds by liquid chromatography coupled to mass spectrometry and
antibacterial activity against Escherichia coli, Staphylococcus spp, Streptococcus
spp. It was found 34.39% and 13.46% of flavonoids and phenolic compounds,
respectively, among which stand out ferulic acid (0.09 mg/g), caffeic acid (0.17
mg/g) and p-coumaric acid (3.39 mg/g).In the first 15 minutes incubation, all
counts differed from the initial counts (p<0.01). With 15 minutes of exposure
to the extract, Escherichia coli was inhibited by 38.72% and differed from the
other bacterial genus (p<0.01, n=6). Staphylococcus spp. has had inhibition of
46.03% and Streptotococcus spp. of 50.8%. After 2 hours incubation, the genus
Streptococcus was totally eliminated, Staphylococcus spp. after 3 hours and E.
coli after 4 hours. Clearly, E. coli was more resistant bacteria than S. aureus. The
other species of Staphylococcus and Streptococcus did not show large differences
between the counts. We concluded that the composition of the brown propolis
sample from Southern Brazil showed large levels of phenolic acids with pro-
ven antibacterial action, what explains the bactericidal activity found.
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RESUMO. O objetivo desse estudo foi caracteri-
zar quimicamente uma amostra de prépolis mar-
rom e determinar o tempo de acdo necessario para
eliminar micro-organismos causadores de mastite
bovina. Foi preparado extrato hidroalcodlico de
propolis marrom (25 mg/mL) e esse foi avaliado
quanto ao teor de compostos fenélicos totais, flavo-
noides totais, andlise qualitativa e quantitativa dos
compostos fenodlicos por cromatografia liquida aco-
plada a espectrometria de massas e atividade an-
tibacteriana frente a Escherichia coli, Staphylococcus
spp, Streptococcus spp. Foram encontrados 34,39%
e 13,46% de compostos fendlicos e flavonoides, res-
pectivamente, dentre os quais se destacam acido
feralico (0,09 mg/g), acido cafeico (0,17 mg/g) e
acido p-cumarico (3,39 mg/ g). Nos primeiros 15 mi-
nutos de incubagdo todas as contagens de unidades
formadoras de colonias (UFC) diferiram das conta-
gens iniciais (p<0,01). Em 15 minutos de exposicao
ao extrato, Escherichia coli foi inibida em 38,72% e
diferiu dos demais géneros (p<0,01, n=6), sendo
que Staphylococcus spp teve inibicao de 46,03% e
Streptococcus spp de 50,8%. Apoés 2 horas de incu-
bacao, o género Streptococcus foi totalmente elimi-
nado, Staphylococcus spp ap6s 3 horas e E. coli apos
4 horas. Notadamente, E. coli foi a bactéria mais re-
sistente, seguida de S. aureus. As demais espécies
de Staphylococcus e Streptococcus ndo apresentaram
diferencas entre as suas contagens. Conclui-se que
a composicao da amostra de prépolis marrom do
sul do Brasil apresenta grandes teores de acidos fe-
nolicos com agdo antibacteriana comprovada, o que
explica a atividade bactericida encontrada.

PALAVRAS-CHAVE. Antimicrobiano, produto natural,
tempo de agdo.

INTRODUCAO

A busca por antimicrobianos de origem natural
tém estimulado as pesquisas visando determinar
substitutos aos fdrmacos sintéticos tradicional-
mente utilizados e que vém apresentando menor
eficacia devido a resisténcia adquirida por micro-
-organismos, em decorréncia do uso prolongado
e indiscriminado (Bastos et al. 2011). A sociedade,
tornando-se mais consciente dos beneficios dos
produtos naturais para a satde, tem estimulado
a descoberta de alternativas aos tratamentos e/ou
prevencao de enfermidades infecciosas, baseados
em produtos derivados de plantas.

Dentre a ampla variedade de produtos naturais,
a propolis vém ganhando destaque nas tltimas dé-
cadas. Coletada pelas abelhas de diversas partes
das plantas, sua aparéncia e composi¢ao variam de

acordo com sua procedéncia, espécie vegetal, sazo-
nalidade e espécie de abelha, podendo apresentar-
-se de cor marrom escuro, esverdeada ou marrom
avermelhada (Marcucci 1996). Mais de 300 consti-
tuintes quimicos ja foram descritos, que lhe con-
ferem propriedades biolégicas e farmacolodgicas
como atividade antiviral, antifangica, antiprotozo-
aria, antibacteriana, anti-inflamatoria, cicatrizante,
antioxidante, imunomoduladora, dentre outras
(Marcucci 1996, Bankova et al. 2000, Kumazawa et
al. 2004, Bankova 2005, Fischer et al. 2007).

Na produgdo leiteira, a mastite bovina é a enfer-
midade infecciosa com maior incidéncia entre os re-
banhos, causando enormes prejuizos econdmicos.
Trata-se de uma inflamacao da glandula mamaria,
causada geralmente por micro-organismos de ori-
gem bacteriana (Watts 1988, Bressan 2000). Resulta
em alteracdes no leite como aumento na presenca
de micro-organismos e da contagem de células so-
maticas (CCS), que é um importante indicador da
condigdo sanitaria do rebanho. Picoli et al. (2015),
observaram que 28,1% dos animais dos rebanhos
leiteiros da regiao sul do RGS tiveram CCS acima
do parametro legal, o que indicou altos indices de
mastite. Barbalho & Mota (2001) relataram que a
mastite subclinica se alastra silenciosamente pelo
rebanho sem que os produtores encontrem sinais
clinicos no ubere ou de sua secrecao. Os micro-or-
ganismos associados a essas infec¢des variam com
aregido e o manejo dos animais, porém os mais en-
volvidos encontram-se nos géneros Staphylococcus,
Streptococcus e Escherichia (Radostits et al. 2002).

A transmissdao pode ser impedida através da
higienizacdo de fomites e dos tetos antes das or-
denhas, o chamado pré-dipping, que é realizada ao
imergir a superficie do teto em solucdes bacterici-
das (Radostits et al. 2002). A utilizacdo da prépolis
nessa etapa amplia as alternativas do produtor de
diminuir a resisténcia bacteriana frente aos produ-
tos utilizados corriqueiramente.

O objetivo desse estudo foi caracterizar quimi-
camente e determinar o tempo necessario para eli-
minar os principais agentes causadores de mastite
bovina quando expostos a solucdes hidroalcodlicas
de prépolis marrom.

MATERIAL E METODOS

Preparo do extrato de prépolis marrom

As amostras de prépolis marrom foram adquiridas
da Cooperativa de Apicultores e Fruticultores da Regiao
Sul, localizada no Municipio de Pelotas, RS. Os extratos
hidroalcodlicos foram preparados conforme Paulino et
al. (2002). As amostras de propolis foram congeladas a
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-70°C para posterior trituracdo. A extracao foi realizada
em solucdo contendo élcool 96° GL na proporc¢ao de uma
parte de prépolis para 3 partes de dlcool, sob agitacao
por 24 horas, a 37°C. Apés, o solvente ser evaporado, a
matéria seca resultante foi dissolvida em tampao fosfato
(pH 7,2) e emulsificada ao utilizar EUMULGIN® HRE-40
para obtencao da concentragao final de 100 mg/ml. A es-
terilizacao do composto foi realizada em filtro hidrofilico
com porosidade de 22um. A seguir, foi realizada a dilui-
¢do com 4gua destilada estéril até a concentracdo de uso.

Determinaciao de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais foram determinados
pelo método espectrofotométrico baseado na reacao
com o reagente Folin-Ciocalteau (Singleton & Rossi
1965). Inicialmente foi realizada uma diluicao do extra-
to hidroalcodlico de prépolis marrom (40 pl do extrato
de propolis em 3960 pul de metanol absoluto). Posterior-
mente, em tubos falcon de 15 ml, pipetou-se 250 ul do
extrato, 4 ml de agua destilada, 250 pl da solugdo Folin-
-Ciocalteau 0,25N, homogeneizou-se e deixou-se reagir
por 3 minutos. A seguir, foram adicionados 500 pl de
carbonato de s6dio IN. A mistura foi homogeneizada e
incubada por 2 horas. A leitura da absorbancia foi rea-
lizada em espectrofotdmetro utilizando o comprimento
de onda 725 nm. Os resultados foram expressos em mg
equivalente de 4cido gélico por g* de amostra

Determinacdo de flavondides totais

Para analise de flavonoéides totais dos extratos da
propolis utilizou-se metodologia descrita por Zhishen et
al. (1999). Em tubos falcon de 15 mL acrescentou-se 2 mL
de dgua destilada, 500 pL do extrato metandlico e 150 uL
de NaNO, 10%. Ap6s cinco minutos, adicionou-se 150
uL de AICI, 20%, com posterior incubagao por seis mi-
nutos. Apés, foram adicionados 1 mL de NaOH 1 mol/L
e 1,2 mL de agua destilada. A leitura da absorbancia foi
realizada em espectrofotometro utilizando o compri-
mento de onda 510 nm. Os resultados foram expressos
em mg equivalente de catequina por g de amostra.

Perfil qualitativo e quantitativo de compostos fenéli-
cos e flavonoides por cromatografia liquida acoplada a
Espectrometria de Massas (UFLC-PDA-ESI-TOF/MS)
A composicdo quimica dos extratos de prépolis foi
determinada por cromatografia liquida acoplada a es-
pectrometria de massas. Para isso, dez microlitros dos
extratos foram injetados em cromatégrafo liquido de
ultra-alta eficiéncia (Shimadzu, Prominence) acopla-
do a espectrometro de massas de alta resolucdo (tipo
quadrupolo-tempo de voo) (MicrOTOF-Q, Bruker Dal-
tonics). Os compostos fendlicos foram separados utili-
zando pré-coluna C18 (2,0 x 4 mm) e coluna Luna C18
(2,0 x 150 mm, 100 A, 3 pm) Phenomenex (Torrance, CA,
EUA), sendo solucdo de 4cido férmico em agua (0,1%
v/v, eluente A) e metanol (eluente B) usadas como fase
moével, com fluxo de 0,2 mL min™ e temperatura da co-
luna a 40°C. O gradiente de eluicao foi: 0-2 min, 10% B;
2-15 min, 10-75% B; 15-30 min, 75% B; 30-32 min 75-
10% B; 32-40 min, 10% B. O detector PDA foi definido

para digitalizar no intervalo 210-800 nm. O espectréome-
tro de massas foi operado no modo ESI negativo, com
voltagem do capilar em 4000 V, pressao do gas de ne-
bulizacao (N2) de 2 bar, gas de secagem em 8L/min e
temperatura da fonte de 180°C, usando os parametros
padroes do equipamento. O equipamento foi calibrado
com formiato de s6dio 10mM, cobrindo toda a faixa de
aquisicao (de m/z 50 até 1200). Os espectros de massa
foram processados utilizando o software Data Analysis
4.0 (Bruker Daltonics).

Para quantificagdo dos compostos fenélicos e flavo-
noides dos extratos de prépolis foram preparadas curvas
de calibracao utilizando os padrdes externos: acido gali-
co, catequina, acido 4-hidroxibenzoico, acido clorogéni-
co, epitequina, dcido cafeico, dcido vanilico, acido siringi-
co, 4cido p-cumarico, acido ferdlico, rutina, acido elégico,
miricetina, quercetina, hesperetina, kaempferol, luteoli-
na, apigenina, pinocembrina, crisina e galangina, nas
concentragdes variando de 0 a 10 ug/ml. Os compostos
fenodlicos presentes nas amostras foram caracterizados
pela sua UV/Vis (220-800 nm), os tempos de retengdo em
relagdo aos padroes externos e os espectros de massa.

Avaliacdo antibacteriana da préopolis

As bactérias utilizadas no estudo foram isoladas
e caracterizadas de amostras de leite provenientes de
quartos com mastite bovina segundo Quinn et al. (2011).
Seis cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epider-
midis, Staphylococcus intermedius, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Escheri-
chia coli foram descongeladas e semeadas em placas de
Petri contendo Agar-sangue ovino 5% e, ap6s 24 horas
de incubagdo em aerobiose em estufa bacteriolégica sob
temperatura de 37°C, foram suspensas em solucado sali-
na estéril a 0,85% até turbidez ajustada sob a escala 0,5
de McFarland (aproximadamente 1,5 x 108 bactérias/ml)
e diluida 3 vezes na base 10.

Essas suspensdes bacterianas foram incubadas, em
dois tubos idénticos contendo solucdo de prépolis 25
mg/ml, em estufa bacteriolégica a 37°C. Em 8 momentos
distintos (zero, 15 e 30 minutos, uma, duas, trés, quatro,
cinco e seis horas) foram coletados 100 pl de cada tubo
e semeados em triplicata em placas contendo Agar PCA
(Plate Count Agar) utilizando a técnica pour-plate. Apds
24 horas de incubacdo, as placas foram submetidas as
contagens de unidades formadoras de colonias (UFC).

Analise estatistica

Os valores obtidos nas contagens de unidades forma-
doras de colonias foram submetidos a analise de varian-
cia e a comparacdo entre as médias foi realizada através
do teste de Tukey utilizando o software estatistico Bio-
Estat® versao 5.3.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de compostos fendlicos e flavonoides to-
tais do extrato hidroalcodlico da prépolis marrom
podem ser observados na Tabela 1.
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No extrato utilizado no presente trabalho, exis-
te uma quantidade de fenois e flavondides acima
do requisito minimo determinado pela legislacdao
(Tabela 1). O valor encontrado de flavonoides to-
tais (13,46+0,74%), expressos como equivalentes de
catequinas, estd acima do encontrado por Bonvehi
& Coll (1994) e Funari & Ferro (2006), os quais obti-
veram 2,64% e 3% respectivamente, de flavonoides

Tabela 1. Teor de fenois e flavonoides totais do extrato hidro-
alcodlico da prépolis marrom utilizado como acado antibacte-
riana.

Analise Média + Requisito do
Desvio Padrao (%) Ministério®

Fenois Totais® 34,39 +£1,91 Minimo de 5%

Flavonoides Totais® 13,46 £ 0,74 Minimo de 0,5%

“Requisito do Ministério da Agricultura "Expressos como equivalen-
tes de dcido galico, sobre a propolis bruta (M/M). © Expressos como
equivalentes de catequina, sobre a prépolis bruta (M/M).

Tabela 2. Andlise qualitativa e quantitativa do extrato hidro-
alcodlico de prépolis marrom por cromatografia liquida aco-
plada a espectrometria de massas em modo negativo (ESI ne-
gativo).

Compostos Anadlise

qualitativa  quantitativa (mg/g)

Acido galico -
Catequina
4-acido Hydroxybenzoico
Acido clorogénico
Epitequina

Acido cafeico
Acido vanilico
Acido siringico
Acido p-cumarico
Acido ferulico
Rutina

Acido elagico
Myricetina
Quercetina
Hesperetina
Kaempferol
Luteolina
Apigenina
Pinocembrina
Crisina
Galangina

+ 4

0,36
0,17
3,39

0,09
0,65

+ o+ o+

+ o+ o+

Detectado (+);ndo detectado (-).

totais em amostras de propolis brasileiras coleta-
das de Citrus sinensis L., Coffea arabica L., Saccharum
officinarum L. and Eucalyptus spp.

O teor de fendis totais encontrado na amostra
investigada, de 34,39% + 1,91% (Tabela 1), atende
ao requisito minimo do Ministério da Agricultu-
ra, que é de 5% (Brasil 2001). Woisky & Salatino
(1998) encontraram valores inferiores (7,05 e 9,29%)
em amostras de propolis coletadas em diferentes
municipios do estado de Sao Paulo, aplicando o
mesmo método espectrofotométrico, utilizando a
quercetina como substancia de referéncia. Paralela-
mente, utilizaram o método de reacdo de substan-
cias fenolicas com o reagente de Folin-Ciocalteau,
onde tinham o &cido gélico como substancia de
referéncia, o mesmo utilizado no presente estu-
do, chegaram a valores entre 9,49 e 13,72% para as
mesmas amostras.

Gonzélez et al. (2003) determinaram as concen-
tragdes de substancias fendlicas por trés métodos
calorimétricos diferentes, tendo encontrado valores
entre 3,25% e 33,49% para as andlises em que utili-
zou o reagente de Folin-Ciocalteau e o acido gélico
como substancia de referéncia, mesma metodolo-
gia utilizada no presente estudo, que também ob-
teve valores semelhantes (34,39%) de fendis totais.

A andlise qualitativa e quantitativa do extrato
de proépolis marrom estd apresentada na tabela 2.
A cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas em modo negativo (ESI negativo) iden-
tificou e quantificou a presenca de acidos fenolicos
como &cido fertlico, acido cafeico e acido p-cuma-
rico, reconhecidamente substancias com acdo anti-
microbiana (Marcucci et al. 1996).

Sabe-se que a composicao da prépolis de abelhas
Apis mellifera varia conforme sua regiao de origem
(Bastos et al. 2011). Amostras de prépolis brasilei-
ras possuem propriedades biol6gicas e composicao
quimica distintas de acordo com a regido de coleta
(Bastos et al. 2011). Pereira et al. (2002), descrevem
que essa variacao é facilmente explicada pela vas-
ta biodiversidade brasileira, bem como, até certo

Tabela 3. Porcentagem de inibicdo bacteriana em fun¢ao do tempo de exposicdo ao ex-

trato de prépolis marrom 25 mg/ml.

Micro-organismos

Tempo de exposicao

0 min 15 min 30 min 1h 2h 3h 4h
Staphylococcus aureus 0 309+7,6* 56,0+3,9° 829+3,1> 957+1,9* 0 0
Staphylococcus epidermidis 0 56,0+59° 76,0+29%9 944+1,6° or 0 0
Staphylococcus intermedius 0 499+6,7° 726+3,1° 957+1,3 or 0 0
Streptococcus agalactiae 0 559+57¢ 81,4+52¢ 995+3,74 (0 0] 0
Streptococcus dysgalactiae 0 484 +72¢ 778+434 9771+23¢ or 0 0
Streptococcus uberis 0 482 +4,9c 739+49° 969+1,9° or 0 0
Escherichia coli 0 387+75° 503+34* 71,0+49* 91,9+28 97+19 0

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p<0,05)
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ponto, a capacidade bioquimica das abelhas em
modificar a composi¢do nativa ou adicionar seus
componentes proprios a propolis.

A amostra de prépolis marrom no presente es-
tudo é oriunda da regido sul do Brasil. Autores
descrevem que a prépolis marrom do sul do Brasil
contém flavonoides como a crisina e a pinocembri-
na (Bastos 2011). Esses flavonoides foram identifi-
cados no presente estudo, porém nao quantificados
(Paulino et al. 2002, Bastos et al. 2011).

Os compostos identificados no extrato de pro-
polis marrom foram semelhantes aos reportados
por Cottica et al. (2015) em amostra de prépolis ca-
nadense de abelhas A. mellifera, onde foram iden-
tificados o 4cido cafeico, pinobanksina e acido ca-
feico éster feniletilico, sendo estes, 4cidos fendlicos
descritos por Marcucci (1996) como importantes
substancias na atividade antimicrobiana das amos-
tras de propolis brasileira. Em seus estudos, Mar-
cucci & Bankova (1999), apontaram que a prépolis
brasileira, principalmente das regides sul e sudeste,
é constituida por derivados do 4cido p-cumarico,
compostos que possuem marcante atividade biolo-
gica, como a acdo antimicrobiana e antitumoral. A
amostra utilizada no presente estudo é oriunda da
regido sul do RS e apresentou 3,39 mg/g de acido
p-cumarico.

A acdo antibacteriana da amostra de propolis
marrom do presente estudo fica evidente ao ana-
lisar a Figura 1, onde se observa que em apenas 15
minutos de incubacdo, o extrato hidroalcodlico re-
duziu 46,03 +8,5% das bactérias do género Staphylo-
coccus, 50,8 £ 5,8% do género Streptococcus e 38,72 +
7,5% de E. coli. Todas as contagens bacterianas nos
primeiros 15 minutos de incubagdo diferiram esta-
tisticamente das iniciais (p<0,01, n=6). A inibigdo
dos trés géneros avaliados é maior em funcdo do

Inibigtio bacteriana (%)

Omin 15 min 30 min 1h 2h 3h 4h 5h 6h
~—E.coli

Figura 1. Inibicdo de trés géneros bacterianos em funcado do
tempo de exposicdo ao extrato hidroalcodlico de propolis
marrom a 25 mg/ml.

tempo de exposicdo ao tratamento. Apds 2 horas
de incubacdo, o género Streptococcus foi totalmente
eliminado, Staphylococcus spp. apresentaram 99,97
+1,7% de inibicdo e E. coli a de 91,99 + 2,8 %, sendo
inibida completamente ap6s 4 horas de exposicdo a
prépolis marrom.

Nao houve diferenca entre as contagens dos dife-
rentes géneros bacterianos nos dois primeiros tem-
pos avaliados (zero e 15 minutos), porém a partir
dos 30 minutos de incubagao, E. coli destacou-se por
sua maior resisténcia frente ao tratamento, diferindo
estatisticamente dos demais géneros (p<0,01, n=6),
ao passo que Streptococcus spp. e Staphylococcus spp.
nao diferiram em nenhum dos periodos avaliados
(p>0,05, n=6). Apds 30 minutos de incubagao, E. coli
apresentou apenas 50,28+3,4% de inibi¢do, enquan-
to que os demais géneros ultrapassaram os 70%.
Ap6s uma hora de incubagdo, a bactéria Gram ne-
gativa apresentou 70,98+4,8% de inibi¢do, enquanto
que os demais géneros ultrapassaram os 93%.

Segundo Bankova et al. (2005), a prépolis bra-
sileira deve suas a¢Oes antimicrobianas a presenca
de acidos p-cumaricos, prenilados e diterpenos. Es-
tes dados justificam a agao significativa do extrato
do presente trabalho frente aos agentes bacterianos
testados. A propolis apresentou compostos majori-
tarios como os &cidos cafeico, fertlico, clorogénico,
rutina e em especial o 4cido p-cumadrico.

Quanto a a¢do antibacteriana da prépolis su-
gere-se que o extrato etandlico tem efeito bacteri-
cida devido a presenca de compostos ativos, po-
rém labeis. Este efeito bactericida é dependente da
espécie bacteriana em questdo, e apresenta maior
eficiéncia contra bactérias Gram positivas e para
algumas espécies de Gram negativas (Ortega et al.
2011). Também, Vargas et al. (2004) descrevem que
a resisténcia das Gram negativas aos compostos
naturais ja vinha sendo comprovada por diversas
pesquisas (Langoni et al. 1996, Marcucci et al. 2001)
e a maior resisténcia a propolis esta vinculada a
parede celular que, apesar de ndo ser tdo espessa
ou rigida, apresenta maior complexidade quimica
e alto teor lipidico, sugerindo uma maior sensibili-
dade de Gram positivas devido a acao da propolis
sobre compostos da parede celular (Bankova et al.
1999, Marcucci et al. 2001).

Os agentes infecciosos causadores de infeccdes
intramamadrias em vacas lactantes podem ser clas-
sificados de acordo com a maneira de sua transmis-
sdo. Esses sdo considerados ambientais, quando sao
transmitidos pelo ambiente contaminado, frequen-
temente associado a fatores de higiene precéria nos
estabulos, ou infecciosos, quando sdo transmitidos
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de um teto infectado para outro sadio, geralmente
no momento da ordenha através de teteiras con-
taminadas, fomites ou pelas maos do ordenhados
(Radostits et al. 2002).

Quanto ao poder bactericida de prépolis mar-
rom sobre as bactérias do género Staphylococcus, a
Tabela 3 demonstra que as contagens de S. epidermi-
dis e S. intermedius diminuiram consideravelmente
em apenas 15 minutos de exposicdo a solugao de
propolis marrom 25 mg/ml, atingindo inibigao de
56,01+5,93% e 49,87+6,66%. Estas bactérias foram
totalmente inibidas com 2 horas de exposigao, po-
rém suas contagens nao diferiram entre si durante
o experimento (p>0,05, n=6). Nota-se, entretanto, a
maior resisténcia de S. aureus dentro de seu género
ja& que, quando comparadas suas contagens as de-
mais, houve diferenca (p<0,05, n=6) até as 2 horas
de exposicdo, periodo que as demais espécies fo-
ram eliminadas. Com 15 minutos de exposicao, S.
aureus foi inibido em apenas 30,88+7,56%, mas foi
totalmente inibido com 3 horas de exposicao. Esta
espécie é a mais importante do género Staphylococ-
cus, apresentando o maior numero de fatores de
patogenicidade e resisténcia (Silva et al. 2007). N
presente estudo, S. epidermidis apresentou a maior
sensibilidade entre as trés espécies avaliadas.

Ja no que diz respeito ao género Streptococcus,
S. agalactiae demonstrou maior sensibilidade que
as demais espécies desse género aos 30 minutos e
uma hora de exposicao (p<0,05, n=6) sendo a es-
pécie mais sensivel dentre todas avaliadas. Strepto-
coccus dysgalactiae e S. uberis ndo tiveram diferengas
em suas contagens (p>0,05, n=6). E um resultado
animador, uma vez que S. agalactize é um organis-
mo altamente contagioso, capaz de causar fibrose
e abcessos na glandula mamadria, além de elevar
muito a CCS. Sua presenca preocupa também pelo
aspecto da satde publica, pois é causa importan-
te de meningites e septicemia neonatal (Trabulsi &
Alterthum 2005). Por ser um patégeno contagioso,
a principal forma de controle é através do manejo
e higiene no momento de ordenha e, dessa forma,
extrato hidroalcodlico de prépolis marrom poderia
ser usado como forma de controle da mastite cau-
sada por S. agalactiae. Ja, S. dysgalactiae e S. uberis
estdo vinculados a mastite ambiental, embora pos-
sam ter comportamento contagioso uma vez que se
encontram infectando um quarto mamario (Brito et
al. 1998, Barcelos et al. 2010).

Picoli et al. (2014) encontraram, em leite de tan-
ques resfriadores, média de 5,92 x 10* unidades
formadoras de colonia (UFC)/ mL de leite de Sta-
phylococcus spp. e 4,86 x 10° UFC/mL de S. aureus,

concentracdes inferiores as utilizadas neste estudo
(1,5 x 10° UFC/mL), demonstrando que, se utiliza-
do, o extrato utilizado poderia ter boa eficacia na
rotina da atividade leiteira. Esses autores ainda
encontraram maiores contagens de Staphylococcus
spp. (p<0,05, n=274) em propriedades que ndo rea-
lizam desinfeccao dos tetos antes da ordenha. Des-
sa forma, ressalta-se a importancia dessa desinfec-
cdo e o extrato hidroalcoélico de prépolis marrom
mostrou-se efetivo frente a esse e outros géneros
bacterianos.

Costa et al. (2009) nao encontraram diferengas
entre o uso de propolis a 1% e o uso de solugdes
cloradas na desinfeccdo de hortalicas e Vilela et al.
(2012), afirmam que niveis de contaminacdo da
casca dos ovos por mesdfilos totais e fungos (As-
pergillus e outros bolores), ap6s a desinfec¢do com
propolis, foram menores quando comparados ao
controle.

CONCLUSAO

O extrato hidroalcodlico da amostra de prépolis
marrom do sul do Brasil apresenta em sua composi-
¢do, importantes acidos fendlicos e flavondides com
comprovada agao antimicrobiana. O tempo de acao
necessdria para total eliminagdo das bactérias foi
de 2 horas para o género Streptococcus, 3 horas para
Staphylococcus spp e 4 horas para E. coli. Assim, o
extrato hidroalcoélico de prépolis marrom apresen-
ta potencial para ser utilizado na atividade leiteira
como forma de prevencao de mastite bovina.
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