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RESUMO:

A propolis possui uma propriedade antimicrobiana comprovada contra bactérias Gram-positivas, especialmente contra Staphylococcus spp.
Entretanto, ndo ha resultados conclusivos a respeito da agdo da propolis contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. Diante disso, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito antimicrobiano da propolis verde, proveniente da regido sudeste do Brasil, sobre cepas clinicas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina comparando com cepa ndo multirresistente, determinando a concentragao inibitéria minima (CIM)
e identificando uma possivel agdo bactericida ou bacteriostatica desse produto frente a essas mesmas cepas bacterianas. Testes de microdilui¢des
em microplacas, macrodilui¢oes em tubos e difusdo em disco foram realizados com dilui¢des da propolis tanto em caldo BHI quanto em etanol,
nas concentragdes de 11; 5,5; 2,75; 1,35; 0,68; 0,34; 0,17 € 0,08%. O etanol a 100% nao foi considerado um bom diluente para avaliar efeito
antimicrobiano de extratos, por apresentar inibigdo interferente. Apesar da difusdo em disco ndo ter apresentado agdo antibacteriana do extrato
de propolis verde, as macro e microdiluigdes demonstraram que a propolis inibe de maneira significativa as cepas clinicas de MRSA e S. aureus nas
concentragdes de 11 a 0,17%. Sua acdo pode ser tanto bactericida quanto bacteriostatica. Ficou evidente que o mecanismo de resisténcia do MRSA
ndo o impede de ser sensivel aos compostos antimicrobianos da propolis verde, ndo havendo relagdo entre sensibilidade a oxacilina e
sensibilidade a propolis.
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ABSTRACT:

Propolis has a proven antimicrobial property against Gram-positive bacteria, especially against Staphylococcus spp. However, one does not have
conclusive results about the propolis against Staphylococcus aureus resistant to methicillin. Thus, the aim of this study was to evaluate the
antimicrobial effect of green propolis, obtained from southeastern Brazil, on clinical strains of Staphylococcus aureus resistant to methicillin
compared with non multiresistant strain, determining the minimum inhibitory concentration (MIC) and identifying possible bactericidal or
bacteriostatic action of this product compared to these same bacterial strains. Dilution tests in microplates and tubes and disk diffusion were
conducted with both dilutions of propolis in BHI broth as ethanol, in concentrations of 11; 5.5; 2.75; 1.35; 0.68; 0.34; 0.17 and 0.08%. The ethanol
100% was not considered a good diluent to evaluate antimicrobial effect of extracts for inhibiting interference present. Despite the disk diffusion
did not provide antibacterial action of propolis extract, dilution tests in microplates and tubes showed that propolis inhibits significantly the
clinical strains of MRSA and S. aureus at concentrations from 11 to 0.17%. Its action can be both bactericidal as bacteriostatic. It was evident that
the MRSA resistance mechanism does not prevent it from being sensitive to antimicrobial compounds of green propolis, there is no link between
sensitivity to oxacillin and sensitivity to propolis.
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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus (S. aureus) é uma bactéria
encontrada colonizando a microbiota natural, principalmente
da pele, podendo tornar-se patogénica em condigdes como a
quebra da barreira cutanea ou diminui¢do da imunidade. E
responsavel por uma grande variedade de infec¢des, como
infec¢Bes na pele e no subcutaneo, infecgdes pos-cirurgicas,
osteomielites, pneumonias, abscessos, endocardites e
bacteremia; sendo também uma das causas mais comuns de
infecgdes nosocomiais, bem como de infecgdes comunitarias
que podem apresentar altos indices de morbidade e
mortalidade.

Garza-Gonzalez? afirma que uma questdo importante
em relagdo a micro-organismos do género Staphylococcus sp. é
a habilidade de desenvolver mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos, o que tem trazido grande preocupacdo para a
comunidade médica e cientifica. Cepas com resisténcia
multipla a agentes antimicrobianos tém sido responsaveis
principalmente por infec¢des em unidades de satde. Desde a
introducdo de antimicrobianos na pratica da medicina

moderna, membros do género Staphylococcus evoluiram em
resposta a essa pressdo.3

A terapia antimicrobiana para infec¢des por esse
micro-organismo inicialmente era a penicilina. Depois
comegaram  aparecer isolados resistentes a  esse
antimicrobiano. Para contornar o problema, foi criado o beta-
lactamico sintético meticilina, que era resistente a a¢do das
beta-lactamases que o S. aureus produzia. Entretanto, logo
apods o advento da meticilina, surgiram relatos de amostras
resistentes também a esse antimicrobiano, além da expressao
de multirresisténcia. Essas cepas foram denominadas de
MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina) e sdo
resistentes a todos os antimicrobianos beta-lactamicos.*

Segundo estudos de Ratti e Souza4, essas cepas se
tornaram um problema clinico e epidemiolégico mundial
sendo implicadas como significativamente patogénicas em
infecgdes hospitalares.

O aumento do numero de infecgdes causadas por S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), nas quais é muito
frequente a ocorréncia de resisténcia multipla, constitui um
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sério problema para o inicio de uma terapia.® A magnitude da
ameaca a saude devido a disseminagdo de bactérias resistentes
aos antibidticos em geral e, em particular, de MRSA tem sido
largamente reconhecida pelas agéncias de saude publica e
pelos governos.”

Pensando-se na propolis como  agente
antibacteriano, varios trabalhos cientificos vém demonstrando
sua agdo contra bactérias Gram-positivas, dando a esse
produto um longo histdrico de combate a doencas de diversos
tipos, em especial as causadas por Staphylococcus spp..8
Entretanto, ndo se tem resultados conclusivos a respeito da
acao da propolis contra Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina.

A prépolis é um material resinoso de consisténcia
viscosa elaborado pelas abelhas que coletam a matéria-prima
de diversas partes das plantas como brotos, cascas e exsudatos
de arvores, transformando-as dentro da colmeia pela adi¢do de
secre¢des salivares e cera.?

A propolis tem sido objeto de estudos
farmacoldgicos devido as suas propriedades antibacteriana,
antifungica, antiviral, anti-inflamatdria, hepatoprotetora,
antioxidante, antitumoral e imunomodulatéria.9® Entre as
propriedades bioldgicas da propolis, a antimicrobiana tem sido
a mais estudada.®

Os principais grupos quimicos encontrados na
propolis sdo flavonoides, como a galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol, além de terpenoides e
fenilpropanoides como os acidos cafeico e clorogénico.*> No
que diz respeito aos componentes ativos mais importantes da
propolis, é possivel citar os acidos aromaticos, compostos
fendlicos, em especial flavonoides (flavonas, flavondis e
flavononas) e acidos fendlicos.

Segundo Bontempo*, a propolis verde brasileira é
considerada a melhor e mais eficiente do mundo pelo fato do
Brasil apresentar clima e meio ambiente favoraveis para as
abelhas produzirem propolis com essa qualidade superior.

Diante dessas disposi¢des e buscando complementa-
las, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
antimicrobiano da propolis verde sobre cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina comparando
com cepa ndo multirresistente, determinando a concentracdo
inibitoria minima (CIM) e identificando uma possivel agdo
bactericida ou bacteriostatica desse produto frente a essas
mesmas cepas bacterianas.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo quantitativo, descritivo e de
carater experimental, no qual foram utilizadas linhagens de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) e S.
Aureus provenientes de isolados de amostras bioldgicas de
pacientes de uma cole¢do de um laboratdrio de um hospital de
Montes Claros — MG. A escolha das cepas a serem testadas
corrobora com o relatado por Cos et al.’5, quando afirma a
importancia de avaliar cepas de referéncia multirresistentes
nos testes de atividade antimicrobiana de produtos naturais.

Para avaliar o efeito antimicrobiano, foi utilizado o
extrato de propolis verde 11% (marca: Apis Flora® que foi
obtido a partir da coleta e transformacdo pelas abelhas em
suas colmeias, apos visitar uma planta nativa do Brasil, a
Baccharis dracunculifolia (Vassourinha ou Alecrim do Campo).
O extrato € composto dos seguintes ingredientes: propolis
verde, alcool neutro (etanol) grau alimenticio 95,1% e agua
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purificada.

Para a determinagdo da atividade antibacteriana da
propolis foram realizados testes de microdiluicbes em
microplaca de 96 cavidades, macrodiluicdes em tubos e
difusdo em disco, segundo o protocolo estabelecido pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute)*®, com finalidade
de identificar a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a
concentragdo bactericida minima (CBM).

Suspensao das linhagens de S. aureus e MRSA

Foram utilizados 1 linhagem de S. aureus e 3
linhagens de MRSA provenientes de isolados clinicos de
pacientes diferentes.

A partir da colegao, foi realizado inoculo no caldo BHI
(Brain Heart Infusion) de 4 a 5 colonias de cada linhagem para
evitar selecionar uma cepa variante atipica. Apds o
crescimento, foi realizada uma suspensdo das linhagens em
agua destilada estéril até que atingisse a escala o,5 de
McFarland (2 x 1208 UFC/mL), a qual foi medida em
espectrofotometro com uma densidade optica de 625 nm e
absorbancia entre 0,08 e 0,1.

Diluicao do extrato de propolis

A propolis foi diluida de duas formas: em etanol e em
caldo BHI, com o objetivo de avaliar se a agdo antibacteriana
do etanol influenciaria no efeito antimicrobiano da proépolis.
Foram realizadas dilui¢bes seriadas de razdo 2 a partir do
extrato puro obtendo as seguintes concentragdes finais: 5,5;
2,75; 1,35; 0,68; 0,34; 0,17 € 0,08%.

Concentragao inibitoria minima (CIM)
Microdiluicao

Aliquotas de 20 pL de cada linhagem foram
inoculadas em microplacas contendo 8o plL de caldo BHI. Em
sequida, foram adicionados 100 pL da prépolis diluidas em
etanol ou em caldo BHI em cada cavidade nas respectivas
concentragbes: 11; 5,5; 2,75; 1,35; 0,68; 0,34; 0,17 e 0,08%.
Como controle de esterilidade, foi adicionado 200 pL de caldo
BHI; como controle de crescimento, foram adicionados 20 pL
de cada linhagem e 180 pL de caldo BHI. Para verificar o efeito
antimicrobiano associado ao etanol, e ndo a propolis, 20 pL de
cada linhagem foram inoculados em 8o pL de caldo BHI e 100
pL de etanol. O ensaio foi realizado em duplicata. Em seguida,
as microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a
incubacdo, foram adicionados 30 pL de resazurina (0,01%) e
incubado novamente por 2 horas. Em seguida, foi realizada a
leitura.

A resazurina é um indicador de oxido reducdo,
utilizado para revelar alteracdo de pH no meio determinado
pelo crescimento bacteriano. 8 As cavidades que adquirirem
uma colora¢do rosada indicam a reagdo quimica de oxido-
redug¢do da resazurina em resorfurina, sendo interpretada
como presenca de células vidveis, enquanto que nas cavidades
onde ndo ha mudanca na coloragdo do corante, interpreta-se
como auséncia de células vidveis, indicando inibicdo do
crescimento celular pelo extrato.8

A concentragdo inibitéria minima foi considerada
como a menor concentragdo de extrato de propolis verde onde
ndo foi visualizado crescimento microbiano.

Macrodilui¢do

Da mesma forma como foram realizadas as
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microdiluicdes na microplaca, também foram realizadas
macrodiluicdes em tubos com o volume proporcional a
microdilui¢do. O volume foi triplicado e os procedimentos de
leitura e interpretagdo foram os mesmos.

Disco difusao

A atividade antimicrobiana da amostra de propolis
também foi avaliada pelo método de difusdo em disco. Esse
teste consistiu na aplicacdo de 10 pL da solugdo de agente
antimicrobiano em discos de papel de filtro estéril de 6 mm de
didmetro, nas diferentes concentragdes ja citadas. Como
controle positivo, foram utilizados discos de cefoxitina, e
como controle negativo, discos com apenas o solvente de cada
diluicdo. As placas de Agar Muller Hinton foram incubadas a
37°C por 24 horas, e, em seguida, o halo de inibicdo (em mm)
foi medido com um paquimetro.29: 2°

Concentragdo bactericida minima (CBM)

Apds a incubagdo tanto na microdiluicdo como na
macrodilui¢do e antes do acréscimo da resazurina, foi retirada
uma aliquota de 10 pL de todas as cavidades e inoculada em
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agar Muller-Hinton, agar sangue e caldo tioglicolato,
incubando-se a 37°C por 24 horas. A CBM foi considerada como
a menor concentragdo de extrato na qual ndo houve
crescimento dos micro-organismos nas placas, ou seja, houve
eliminag¢do dos microrganismos.*¢ 7 Também foram realizadas
coloragdo de Gram das diluigdes da propolis para observar
algum efeito na morfologia bacteriana, ou mesmo um efeito
bacteriolitico da propolis. O ensaio foi realizado em duplicata.

RESULTADOS

Foi realizada uma comparacdo do efeito
antimicrobiano da propolis diluida em etanol e da propolis
diluida em caldo BHI frente as sequintes cepas: o1 cepa de
Staphylococcus aureus e 03 cepas de MRSA provenientes de
amostras bioldgicas de pacientes de um hospital, na qual
foram utilizadas as técnicas de microdiluicdo e macrodiluigdo.

Avaliando a CIM das cepas estudadas, observou-se
que, tanto na micro quanto na macrodiluicdo ndo houve
crescimento bacteriano de nenhuma das cepas nas diluigdes da
propolis com etanol. Entretanto, quando a propolis foi diluida
no proéprio caldo BHI, observou-se que a CIM das o4 cepas foi
na concentragao de 0,17% (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragdo mib téra minmma (CIM) da prépolis dilnida em etanol e

diluda em caldo BHI nas técnicas de micro e macrodiluicio.

Cepas Propolis diluida em etanol Proépolis diluida em caldo BHI
NMRSA 1 Nio houve CIM 0,17%
MRSA 2 Nio houve CIM 0,17%
WMRSA 3 Nio houve CIM 0,17%
S. qurens Nio houve CIM 0,17%

Analisando a CBM das cepas estudadas, observou-se
que nao houve crescimento bacteriano na propolis diluida em
etanol para nenhuma das concentra¢ées no agar Muller-
Hinton, agar sangue e caldo tioglicolato. Porém, na propolis

diluida em caldo BHI, observou-se que a CBM das o4 cepas no
agar MH e &gar sangue foi de 0,34%, enquanto no caldo
tioglicolato foi de 0,68% (Tabela 2).

Tabela 2. Concentragio bactencida mimma (CEM) da prépolis diluida em etanol e dilida em caldo BHI
nas técnicas de micro e macro diluigdo.

Propolis diluida em etanol

Propolis diluida em caldo BHI

Cepas
MH ASA TIO MH ASA TIO
MRSA 1 MNido houwve CBIM 0,34% 0,34% 0,68%
MRSA 2 Nido houwe CB M 0,34% 0,34% 0,68%
MRSA 3 MNédo houwve CBIW 0,34% 0,34% 0,68%
S aureus MNdo houwve CEM 0,34% 0,34% 0,68%
MH: dgar Mueller Hirton, ASA: dgar sangue, TIO: caldo tioglicolato
Através da comparacdo do efeito antimicrobiano da  concentragdes.
prépolis diluida em etanol com a propolis diluida em caldo BHI,
observa-se que o etanol interfere na leitura da proépolis. DISCUSSAO

Analisando as coloragdes de Gram, a partir de
amostras do tioglicolato, das diluicdes da propolis em caldo
BHI até a concentragdo de 0,34%, ndo foi observada nenhuma
morfologia bacteriana, ja nas demais concentra¢des havia
presenca de cocos Gram positivos.

Quanto aos resultados da difusdo em disco,
nenhuma das cepas foi sensivel ao extrato testado nas diversas

Nos testes de micro e macrodiluicdo do extrato de
propolis com etanol foi verificada completa inibicdo das cepas,
entretanto na realiza¢do da leitura do controle das suspensdes
bacterianas apenas com etanol e meio de cultura, para avaliar
uma possivel inibicdo desse diluente, tal fato foi confirmado.
Sendo assim, nao foi possivel encontrar a CIM e nem CBM do
extrato pela interferéncia da agdo antibacteriana do etanol.
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Esse resultado trouxe certa surpresa, pois a literatura contém
varios trabalhos cientificos que utilizaram o etanol para
diluicdo da propolis, ainda que nao utilizassem o etanol
absoluto, mas também n&o se comprometeram a apresentar
resultados para controle da acdo antimicrobiana sinérgica
desse solvente com o extrato que testaram.

Ja nos testes de micro e macrodilui¢do do extrato da
propolis diluida no caldo BHI, houve inibi¢do das cepas até a
concentragdo de 0,17%, determinando-se assim a CIM. Os
resultados do plaqueamento em agar e repiques em caldo das
diluicbes também permitiram encontrar a CBM do extrato.
Esse critério permitiu confirmar que o extrato de propolis a
11% possui uma atividade bactericida sobre as cepas clinicas
de Staphylococcus aureus e MRSA.

Os resultados encontrados da CIM e da CBM, tanto
para as cepas MRSA quanto para o Staphylococcus aureus,
permitem concluir que essa espécie bacteriana apresenta um
perfil de sensibilidade semelhante nas concentracdes de
propolis estudadas, mesmo na presenca do mecanismo de
multirresiténcia. Isso significa que o mecanismo de resisténcia
das cepas MRSA, através da proteina PBP2a (Penicillin Binding
Protein 2a), ndo consegue escapar da acdo dos agentes
antimicrobianos da propolis ou que esses mesmos agentes
agem por outro sitio de agdo que ndo seja pela PBP2a.

Segundo Takaisi-Kikumi e Schilcher>t, o extrato
etanolico da propolis inibe o crescimento microbiano por
impedir a divisdo celular, levando a bacteridlise, ja que produz
defeitos na parede celular, desorganiza citoplasma, além de
inibir a sintese proteica. Esse fato pdde ser comprovado, neste
estudo, ao realizar a coloragdo de Gram de aliquotas das
dilui¢des do extrato onde houve efeito bactericida total.

Cushnie e Lamb2? declaram que as propriedades
antimicrobianas da propolis foram atribuidas principalmente
aos seus flavonoides galangina e pinocembrin. Estas
substancias tém propriedades de inibicdo de varias enzimas.
Sua acdo pode ser competitiva ou mesmo alostérica. No caso
da acdo antibacteriana pode estar ocorrendo uma inibi¢do do
DNA polimerase, como comumente ocorre no mecanismo de
acdo de grande parte dos antimicrobianos. Para Avilaz e Li24, o
efeito antibacteriano dos flavonoides deve-se ainda a
atribuicdo de grupos fendlicos hidroxilo que apresentam
afinidade pelas proteinas e, por esse motivo, atuam como
inibidores de enzimas bacterianas, assim como interferem nas
suas vias de sintese.

A sensibilidade do MRSA ao extrato de propolis pode
ser melhor justificada ainda pela citagdo de Xu e Lee?s, que
afirmam que grupamentos fendlicos polihidroxilados dos
flavonoides podem elevar a afinidade por proteinas desses
compostos e causar a inibicdo de MRSA.

Os resultados obtidos neste estudo corroboram com
os obtidos por Langoni*® e Peter?’, que em suas analises,
utilizando extrato de propolis, obtiveram 100% de inibi¢do
para o Staphylococcus aureus. No presente estudo, foi
encontrada essa mesma sensibilidade para o MRSA.

A metodologia da CLSI considera como CBM a Ultima
diluicdo onde ndo houve crescimento ao plaqueamento em
agar, entretanto, nesta analise, houve crescimento de todas as
linhagens avaliadas em uma dilui¢do anterior (0,68%) em caldo
tioglicolato. Isso requer que, apesar da metodologia apontar
como CBM a concentragao de 0,34% da propolis, tendo como
referéncia o crescimento em placas, tomando como base o
crescimento em caldo, ndo se pode concluir o mesmo.

,CRBPQCS

Revista Brasileira de Pesquisa em Ciéncias da Satde

Para a instrugdo normativa 26/20092%, o termo
concentragdo bactericida minima (CBM) obedece aos
protocolos internacionais padronizados pelo CLSI, sendo a
menor concentracdo de um agente antimicrobiano capaz de
reduzir a contagem microbiana em 99,9%. Entretanto,
capturar com uma alca calibrada de 1opL apenas 0,1% (2
células) de células viaveis de mais ou menos 2000 unidades
formadoras de col6nias, conforme padronizado pelo indculo,
presentes em todas as dilui¢des testadas com 99,9% (1998
células) de bactérias inibidas seria um evento quase impossivel,
ainda mais quando se considera o fato do crescimento
bacteriano ter ocorrido nas duplicatas de todas as linhagens.
Essa analise sugere que, na concentragdo de 0,34%, a acdo da
propolis verde ndo era mais bactericida, mas, sim,
bacteriostatica, ou seja, havia nas diluicdes do extrato
provavelmente mais de 0,2% de células que ndo haviam sido
reduzidas por efeito bactericida. As colora¢bes de Gram,
positivas para a presenca de morfologia bacteriana a partir das
concentragdes onde houve turvagdo do tioglicolato, reforcam
essa ideia. Estas células bacterianas apenas sofreram uma
agressdo capaz de inibir sua multiplicagdo, e quando
inoculadas em um meio enriquecedor, como o tioglicolato,
recuperaram suas fun¢des metabdlicas.29

Analisando os resultados da difusdo em disco,
observou-se que todas as cepas foram sensiveis. Segundo
Nascimento et al.3°, esse teste pode ter varios interferentes,
como volatilidade dos solventes empregados, dificuldade de
difusdo em agar, insolubilidade do extrato e complexidade
quimica. No caso do extrato da propolis, supde-se que os
principais interferentes sejam a dificuldade de difusdo em
agar, a insolubilidade do extrato e a menor superficie de
contato das células bacterianas com os compostos
antimicrobianos do extrato, que difere das micro e
macrodiluicdes. Como os controles positivos com cefoxitina
apresentaram os halos esperados, pode-se concluir que a
técnica de difusdo em disco foi corretamente executada.

Possiveis diferencas de sensibilidade a propolis deste
estudo com outros relatados na literatura podem ser
justificadas, conforme afirma Park et al.3%, pelas variagdes na
composicdo observadas das propolis de diferentes regides,
tipo de diluente e concentragdes de teste. Propolis de
diferentes origens geograficas, em especial do Brasil e da
Europa, apresentam diferentes compostos quimicos
responsaveis pela atividade antimicrobiana.3?

CONCLUSAO

Nas condi¢des deste estudo, conclui-se que, apesar
da difusdo em disco ndo ter demonstrado a acdo
antibacteriana do extrato de prépolis verde, provavelmente
pela dificuldade de difusdo em agar e insolubilidade dos
compostos, as macro e microdiluigdes, ao contrario,
demonstraram que a propolis inibe de maneira significativa as
cepas clinicas de MRSA e S. aureus nas concentragdes de 11% a
0,17%. Sua acdo pode ser tanto bactericida quanto
bacteriostatica.

Pode-se certificar que o etanol ndo é um bom
diluente para testar atividade antimicrobiana de extratos por
apresentar também acdo antimicrobiana e causar interferéncia
nas leituras dos desempenhos dos extratos.

Fica evidente que o mecanismo de resisténcia do
MRSA ndo o impede de ser sensivel aos compostos
antimicrobianos da propolis verde, ndo havendo relacdo entre
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sensibilidade a oxacilina e sensibilidade a propolis.
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