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INTRODUCAO

Surtos de estreptococose causados por Streptococcus agalactiae ja foram descritos na
producao de pampus (AZAD et al., 2012) e tildpia vermelha (HERNANDEZ et al., 2009). Esta
doenca normalmente é tratada com antibiéticos. Contudo, bactérias podem tornar-se
resistentes a antibidticos (MAYERS et al., 2017) tornando as pisciculturas um ambiente
propicio para o surgimento de resisténcia bacteriana. Assim, é urgente investigar o potencial
antimicrobiano de alternativas aos quimioterapicos. A prépolis é considerada uma possivel
alternativa natural.
Prépolis € uma mistura complexa produzida por abelhas a partir de partes aéreas de plantas
(EL-BASSUONY et al., 2009). Propolis verde refere-se a um tipo de propolis produzida a partir
de Baccharis dracunculifolia D.C. (Alecrim-do-campo) (PARK et al., 2002). O efeito sinérgico do
extrato de propolis marrom com antibiéticos ja foi descrito contra o crescimento de algumas
bactérias de importancia na medicina (FERNANDES JUNIOR et al., 2005; ORSI et al., 2012).
Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial sinérgico antimicrobiano do
extrato etanolico de prépolis verde com os antibidticos Benzetacil®, Vancomicina, Florfenicol

e Oxitetraciclina contra S. agalactiae, in vitro.

MATERIAL E METODOS
Obtengdo do extrato etanélico bruto de prépolis verde (EEP)



Uma amostra de propolis (20g) foi congelada e moida com ajuda de graal e pistilo.

Apo6s realizou-se extracdes em sistema de aquecimento, com refluxo por seis horas a 60°C
(n=4). O extrato, livre de cera, foi seco em placa aquecedora e cdmara com silica por 24 horas
e ajustado a 20%.

Preparagio dos agentes antimicrobianos

O EEP a 20% foi seco em banho-maria e cdmara com silica. A massa seca do extrato
foi ressuspendida em dimetilsulféxido estéril (DMSO) a 6%.

Os antibidticos foram suspendidos em agua destilada estéril nas seguintes
concentracgdes: 12 mg mL-! para florfenicol, 200 pg mL-! para vancomicina e 400 pg mL-! para
oxitetraciclina. Benzetacil® foi diluida diretamente em Tryptic Soy Broth (TSB) a 120 mil U mL-.
Padronizagdo do inéculo inicial

A bactéria foi semeada em TSB por 24 horas. O indculo turvo foi suspendido em TSB
e medido em espectrofotometro até 0,08 a 0,1 de absorbancia (625 nm) (Escala 0.5 Mc Farland).
Determinacgdo da concentragdo inibitoria minima (CIM)

Os antimicrobianos preparados, foram diluidos (1:10) em TSB. Uma placa de
microtitulacdo foi preparada para abrigar oito concentracdes diferentes (triplicatas) obtidas através
de diluicdo seriada (1:1) num volume final de 50 uL por pogo. O inéculo foi diluido em TSB (1:100)
e 50 puL foi adicionado em cada pogo. As placas foram incubadas a 30°C por 20 horas.

Teste de sinergismo pelo método de microdilui¢cdo em caldo: Chekerboard

Foram pipetados 125 pL de EEP e 125 pL de antibiético no pogo Al. Apds isso, foi
realizada diluicao seriada (1:1) nas extremidades da microplaca (Coluna horizontal A, coluna
vertical 1) oito vezes num volume final de 100uL por pogo. A diluicdo seriada das colunas
horizontal 2 a 8 e vertical B a H foram feitas num volume final de 50 uL por pogo. O inéculo a
0.5 Mc Farland foi diluido 1:100 e adicionados 50 pL por pogo para a placa ser incubada por
um periodo de 20 horas a 30°C. Cada combinacao foi realizada em triplicatas e o indice de
concentracdo inibitdria fracionada (ICIF) foi calculado de acordo com a formula abaixo:
A/MICa+ B/MICg = CIF4 + CIFg = ICIF
Onde A e B sao CIM dos antimicrobianos em conjunto e MICs e MICp sdo CIM dos
antimicrobianos separadamente. ICIF indicou sinergismo (<0,5), indiferenca (>0,51 a 4) ou
antagonismo (>4) (FERNANDEZ-CUENCA et al., 2003).

Incorporagdo de solugio de rezasurina
Ap6s o periodo de incubacdo, cada pogo das placas recebeu 30 pL de rezasurina aquosa

estéril a 0,01%. Apos quatro horas de incubacdo, as placas foram observadas em relagdo a coloracao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de CIM dos antimicrobianos foram: EEP (0,03 %), benzetacil® (16 mil U mL-
1), florfenicol (37,5 ng mL?), vancomicina (1,25 pg mL?) e oxitetraciclina (0,62 pg mL"1).

Pelo método de Chekerboard, apenas EEP + oxitetraciclina ndo apresentaram
sinergismo (ICIF= 2). ICIF das demais combinacdes foram: EEP + Benzetacil® (0,43), EEP +
florfenicol (0,07) e EEP + vancomicina (0,49).

O efeito sinérgico de extrato de prépolis marrom com antibiéticos, que agem na
sintese proteica ou de parede bacteriana, j4 foi observado contra Staphylococcus aureus
(FERNANDES JUNIOR et al., 2005) e Salmonella typhi (ORSI et al., 2012). Nossos resultados
mostram pela primeira vez o sinergismo in vitro de extrato de prépolis com antibiéticos no
combate a S. agalactiae. Estes dados indicam que as combinag¢des de EEP com florfenicol ou
antibidticos que agem na sintese de parede bacteriana possa ser usada no tratamento da

estreptococose em peixes.
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