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Resumo 
 

Os Staphylococcus spp. com habilidade para formar biofilmes são cada vez mais conhecidos 

por causar infecções intramamárias persistentes e a busca por alternativas para inibir o 

desenvolvimento de biofilmes é fundamental, principalmente quando se utiliza plantas com 

potencial terapêutico. Desta forma, os objetivos desse estudo foram avaliar o efeito 

antimicrobiano, sinérgico e antibiofilme do extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora 

(EEBMT) frente a Staphylococcus aureus produtores de biofilme, além de verificar a 

presença de bomba de efluxo como mecanismo de resistência dessas bactérias. Para a 

caracterização química dos compostos presentes no EEBMT, foram realizadas triagem 

fitoquímica e cromatografia líquida de ultra performance (UPLC). Testes fenotípicos foram 

utilizados para analisar a produção de biofilme, atividade antimicrobiana (com extrato 

etanólico e oxacilina) e antibiofilme, além do sinergismo (técnica de checkerboard) e 

presença de bomba de efluxo. A partir da análise do extrato foi possível identificar a presença 

de compostos fenólicos, antocianinas, derivados antracênicos e taninos hidrolisáveis. No teste 

fenotípico em microplacas, todos os isolados produziram biofilme. A atividade 

antimicrobiana do extrato vegetal e da oxacilina foi observada em 100% dos isolados. Com 

relação à formação de biofilme, o EEBMT foi eficaz durante a sua formação, porém não 

conseguiu reverter o biofilme quando o mesmo já estava consolidado. No checkerboard, foi 

possível observar que a associação do extrato com a oxacilina conseguiu reduzir a 

concentração bactericida mínima do antibiótico, mostrando que houve interação sinérgica 

entre ambos. Com relação à presença de bomba de efluxo, nenhum isolado foi positivo para o 

teste. Conclui-se que todos os Staphylococcus aureus utilizados nesse estudo apresentaram 

capacidade para produzir o biofilme, porém não apresentam bomba de efluxo. O extrato 

etanólico apresentou atividade antimicrobiana sobre todos os isolados e também mostrou ação 

contra biofilme em formação, não sendo eficaz contra biofilme já consolidado. A associação 

do EEBMT com oxacilina apresentou importante resultado sinérgico, sendo que a 

combinação das duas substâncias se mostrou mais eficaz quando comparado ao seu uso de 

forma isolada. A partir desses resultados, é possível considerar o extrato etanólico de M. 

tenuiflora como uma importante alternativa terapêutica, sendo promissora no combate a S. 

aureus formadores de biofilme.  

 

Palavras-chave: biofilme, Staphylococcus aureus, leite bovino, atividade antimicrobiana, 

sinergismo, jurema preta. 



 
 

Abstract   

 

Staphylococcus spp. with ability to form biofilms are increasingly known to cause persistent 

intramammary infections and the search for alternatives to inhibit the development of biofilms 

is critical, especially when using plants with therapeutic potential. The objective of this study 

was to evaluate the antimicrobial, synergistic and antibiofilm effect of the crude ethanolic 

extract of Mimosa tenuiflora (CEEMT) against Staphylococcus aureus biofilm producers, in 

addition to verify the presence of efflux pump as mechanism of resistance of these bacteria. 

For the chemical characterization of the compounds present in CEEMT, phytochemical 

screening and ultra-performance liquid chromatography (UPLC) were performed. Phenotypic 

tests were used to analyze biofilm production, antimicrobial activity (with ethanolic extract 

and oxacillin) and antibiofilm, as well as synergism (checkerboard technique) and presence of 

efflux pump. From the analysis of the extract it was possible to identify the presence of 

phenolic compounds, anthocyanins, anthracene derivatives and hydrolysable tannins In the 

phenotypic test in microplates, all the isolates produced biofilm. The antimicrobial activity of 

the plant extract and oxacillin was observed in 100% of the isolates. Regarding biofilm 

formation, CEEMT was effective during its formation, but it was not able to revert the biofilm 

when it was already consolidated. In the checkerboard, it was possible to observe that the 

association of the extract with oxacillin was able to reduce the minimum bactericidal 

concentration of the antibiotic, showing that there was synergic interaction between both. 

Regarding the presence of efflux pump, no isolates were positive for the test. It is concluded 

that all the Staphylococcus aureus used in this study had the capacity to produce the biofilm, 

but did not present efflux pump. The ethanolic extract presented antimicrobial activity on all 

the isolates and also showed action against biofilm in formation, not being effective against 

already consolidated biofilm. Regarding the presence of efflux pump, no isolates were 

positive for the test. It is concluded that all the Staphylococcus aureus used in this study had 

the capacity to produce the biofilm, but did not present efflux pump. The association of 

EEBMT with oxacillin presented an important synergetic result, and the combination of the 

two substances proved to be more effective when compared to its use in isolation. From these 

results, it is possible to consider the ethanolic extract of M. tenuiflora as an important 

therapeutic alternative, being promising in the fight against S. aureus biofilm forming agents. 

 

Keywords: biofilm, Staphylococcus aureus, bovine milk, antimicrobian activity, synergism, 

black jurema. 
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1. Introdução  

 

A bovinocultura tem papel determinante na alimentação da população brasileira, 

porém, a mastite continua sendo uma das doenças mais dispendiosas na produção leiteira, 

prejudicando a saúde e o bem-estar animal, além de ser acompanhada pela diminuição na 

produção de leite, elevação nos custos de saúde, resíduos de drogas, bem como aumento das 

taxas de abate e mortalidade desses animais. A mastite, em especial a forma subclínica, é 

considerada uma doença multifatorial (ANAYA-LOPEZ et al., 2006) e de grande importância 

para a pecuária de leite, podendo causar sérios prejuízos econômicos, além de impactar 

negativamente na saúde pública (RIBEIRO, 2014). 

O principal agente etiológico da mastite é o Staphylococcus aureus. Essas bactérias 

podem apresentar diferentes mecanismos de resistência que contribuem para que esses 

microrganismos contaminantes do leite persistam na infecção; dentre eles é possível citar 

formação de importantes estruturas denominadas biofilmes. Estas estruturas contribuem para 

a persistência da mastite, uma vez que facilitam a aderência e colonização bacteriana no 

epitélio da glândula mamária, contribuindo para a evasão da defesa imunológica e a 

dificuldade de erradicação do patógeno. Além disso, protegem as bactérias da ação de 

antibióticos e permitem a atuação mais demorada desses microrganismos na glândula 

mamária (WU et al., 2011). Em função disto, pesquisas sobre alternativas para inibição do 

desenvolvimento dos biofilmes são fundamentais, pois podem contribuir na busca de soluções 

que visem combater essa estrutura de resistência, auxiliando no tratamento da mastite. É 

importante destacar que estudos sobre o potencial antibacteriano de diversos tipos de plantas 

já vêm sendo realizados (MIRANDA et al., 2015; PEIXOTO et al., 2016). 

Dentre as variadas espécies de plantas, Mimosa tenuiflora, endêmica do bioma 

Caatinga, tem grande potencial antimicrobiano (BORGES et al., 2013), porém, ainda há 

poucos estudos com relação ao seu potencial contra a formação do biofilme bacteriano. Nesse 



13 
 

sentido, é fundamental a realização de pesquisas que visem à utilização de plantas com 

potencial antibiofilme, pois a partir daí será possível eliminar a formação dessas estruturas em 

diferentes superfícies (MILLEZI et al., 2013).  

Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito antimicrobiano, sinérgico e 

antibiofilme do extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora (EEBMT) frente a 

Staphylococcus aureus produtores de biofilme, além de verificar a presença de bomba de 

efluxo como mecanismo de resistência dessas bactérias. 
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2. Revisão de literatura 

 

2.1. Bovinocultura no Brasil  

A agropecuária tem papel essencial no desenvolvimento da economia de um país. No 

caso do Brasil, sua importância aumenta consideravelmente, em especial nos setores como a 

bovinocultura leiteira, que estão sempre em ascensão (SILVA et al., 2017). 

A bovinocultura vem se destacando cada vez mais no agronegócio brasileiro e, de 

acordo com dados do IBGE, o Brasil possui pouco mais de 200 milhões de cabeças, sendo 

considerado o maior rebanho bovino comercial do mundo (IBGE, 2016). Vale ressaltar que a 

pecuária bovina vem impulsionando o crescimento do Produto Interno Bruto (PIB) do país, 

representando quase 24% do PIB Nacional em 2016 (ABIEC, 2017). 

O rebanho bovino brasileiro proporciona a lucratividade a partir de dois segmentos: as 

cadeias produtivas de carne e leite. A presença dessa atividade em todos os estados 

brasileiros, além do valor produtivo desses dois segmentos - que pode chegar a R$ 67 bilhões 

- demonstra a importância econômica e social da bovinocultura no país (MAPA, 2015). Em 

2017, por exemplo, o valor bruto da produção de leite foi de R$ 37,1 bilhões e contribuiu para 

movimentar a economia das pequenas e médias cidades brasileiras (IBGE, 2018). 

O avanço do índice de produtividade dos rebanhos brasileiros está ligado a diferentes 

fatores, principalmente no que concerne à adoção de tecnologias que visem melhorar a 

eficiência e o uso dos fatores de produção. As técnicas de manejo relacionadas à nutrição e à 

sanidade do rebanho exercem papel essencial no aumento da produtividade do leite (BRASIL, 

2016; SILVA et al., 2017). A crescente preocupação dos consumidores - em relação à 

qualidade dos produtos em geral - tem levado as indústrias alimentícias a buscarem 

adequações que satisfaçam às exigências do mercado (BRASIL, 2016). 
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 Entretanto, nem todos os parâmetros de melhoria no manejo são adotados, 

ocasionando, consequentemente, redução na produção. A aquisição de rebanhos não 

especializados, alimentação deficiente quantitativa e qualitativamente, manejo inadequado ou 

incorreto, falta de controle zootécnico, condições gerais de higiene insatisfatórias, 

infraestrutura de produção escassa, ausência de práticas administrativas indispensáveis, mão-

de-obra não especializada, práticas sanitárias inadequadas e falta de assistência técnica 

qualificada são alguns dos fatores que contribuem para uma baixa produtividade no setor 

leiteiro. Aliados a estes, outros fatores tais como deficiências nos sistemas de transporte, 

armazenamento, comercialização do produto e insumos, crédito rural e falta de associativismo 

dos produtores podem, do mesmo modo, estar relacionados a essa baixa produtividade 

(SILVA et al., 2017). 

Além desses fatores, a presença de algumas doenças, entre elas a mastite, também 

contribui para essa redução, gerando prejuízos diretos à pecuária leiteira em função da 

diminuição da quantidade e qualidade do leite produzido, ou até mesmo pela perda total da 

capacidade secretora da glândula mamária ocasionando, muitas vezes, o descarte dos animais 

(COSER et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014). 

 

2.2. Aspectos gerais da mastite 

Mastite é a denominação do processo inflamatório da glândula mamária, sendo 

classificada quanto à forma de apresentação em dois tipos: clínica e subclínica. A mastite 

clínica pode ser identificada através de observações das alterações do leite bem como sinais 

clínicos característicos da enfermidade, como rubor, aumento da sensibilidade ao tato, 

presença de grumos no leite e endurecimento do úbere. Já a mastite subclínica é caracterizada 

por alterações na composição do leite - como diminuição das proteínas, lactose e sólidos não 

gordurosos (REIS et al., 2013), além do aumento no número de células somáticas, 
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necessitando de testes de campo como o California Mastitis Test (CMT) ou de laboratório, 

como a contagem direta ou eletrônica de células somáticas (CCS) para seu diagnóstico 

(PANTOJA et al., 2009). Do mesmo modo, técnicas microbiológicas como lactocultura e 

provas bioquímicas para a identificação dos agentes biológicos que causam tal enfermidade 

são frequentemente usadas (EBRAHIMI et al., 2014), além das técnicas moleculares que 

estão sendo cada vez mais empregadas e são aplicadas para o diagnóstico desses agentes 

(ROVAI et al., 2014; ZADOKS et al., 2014). 

A doença basicamente acontece pela entrada do microrganismo no canal do teto e o 

desenvolvimento clínico da mesma dependerá da capacidade do microrganismo em colonizar 

e multiplicar-se no úbere, do grau de virulência da cepa e da capacidade de resposta do 

hospedeiro. A multiplicação dos microrganismos juntamente com a produção de toxinas 

compromete o tecido secretor glandular, ocasionando traumatismo físico e irritação química 

(KULKARNI; KALIWAL, 2013). 

Inúmeros microrganismos patogênicos podem ser responsáveis por este tipo de 

alteração na glândula mamária. Todavia, o principal agente patológico da mastite bovina é o 

Staphylococcus aureus. A longa duração de infecções causadas por este microrganismo pode 

levar o curso da doença à cronicidade, o que torna difícil o tratamento, diminuindo 

consideravelmente a produção de leite, constituindo-se como uma das mais graves patologias 

no mercado leiteiro (BANDOCH et al., 2011). 

Bactérias do gênero Staphylococcus podem produzir uma série de fatores de virulência 

que contribuem para a invasão bacteriana, facilitando a sua aderência às células epiteliais e, 

consequentemente, a colonização no tecido, favorecendo a sua persistência extracelular e 

garantindo assim êxito em sua instalação e manutenção nos tecidos do hospedeiro (COELHO 

et al., 2011). 
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A persistência bacteriana no local da infecção, muitas vezes, depende da capacidade 

que as comunidades microbianas têm de estabelecer multicamadas aderentes em superfícies 

naturais ou artificiais. Estas estruturas, denominadas biofilmes, podem ser definidas como 

uma comunidade de microrganismos que são irreversivelmente ligados a superfícies bióticas 

ou abióticas, fechados em uma matriz extracelular composta de produtos exopoliméricos 

(FLEMMING; WINGENDER, 2010) e têm papel fundamental nas infecções bacterianas, 

sendo que a cronicidade e a resistência a agentes antimicrobianos de determinadas infecções 

estão intimamente ligadas à presença de biofilmes (JAIN; AGARWAL, 2009). 

 

2.3. Impacto da mastite na bovinocultura e na saúde pública 

A mastite bovina é mundialmente reconhecida como a enfermidade mais comum e 

onerosa que afeta os rebanhos leiteiros (MUSHTAQ et al. 2018) sendo considerada a doença 

mais amplamente difundida na indústria leiteira com prevalência na espécie bovina, que varia 

entre 15,4 e 28,6% (FONTANA et al., 2010; KREWER et al., 2013). Tal enfermidade 

ocasiona perdas econômicas por diversos fatores, dentre eles a redução da produção e da 

qualidade do leite, aumento dos custos com mão-de-obra e medicamentos veterinários, além 

do descarte precoce dos animais, gerando grandes transtornos ao produtor (COSER et al., 

2012; RIBEIRO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014).   

Sabe-se que tal enfermidade pode causar impactos negativos na bovinocultura, 

podendo afetar desde o início da criação até o produto final. Souza et al. (2010) comprovaram 

esse fato ao estimarem em 4,6 bilhões de litros de leite as perdas ocasionadas pela mastite 

subclínica em propriedades brasileiras, o que representaria aproximadamente 2,3 bilhões de 

reais, levando-se em conta os dados de produção e os preços pagos aos produtores no ano de 

2009, no Brasil. Outros dados mostram que as perdas econômicas anuais devido à mastite na 

Índia, Estados Unidos, Reino Unido e no mundo foram estimadas em US$ 1,1 bilhão (MIR et 
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al. 2014), US$ 2 bilhões (RASZEK et al. 2016), US$ 371 milhões (VIGUIER et al. 2009) e 

US$ 35 bilhões (HUANG et al. 2015), respectivamente. 

Estudo realizado por Lopes et al. (2011) simulou o impacto econômico anual da 

mastite adotando, como referência, uma vaca em lactação proveniente de rebanhos que 

apresentaram contagem de células somáticas de leite de tanques (CCSt) de 250.000 e 

1.000.000 de células por mL de leite, considerando perdas na produção de 0%, 6%, 12% e 

18%, respectivamente, para CCSt de 200.000; 500.000; 750.000 e 1.000.000, devido à 

presença de mastite subclínica e menor preço pago pela indústria. Os resultados mostraram 

perdas que variaram de R$ 1.333,90 a R$ 2.145,89 e de R$ 0,2146 a R$ 0,4311/kg de leite, 

para CCSt de 250.000 e 1.000.000 de células por mL de leite, respectivamente. 

É importante lembrar que não existe apenas o impacto econômico gerando prejuízos 

ao produtor; as mastites bovinas também ocasionam a veiculação de agentes potencialmente 

patogênicos para o consumidor e, eventualmente, a presença de resíduos de antimicrobianos 

utilizados na terapia da doença (CADES et al., 2017). Além disso, o contato de seres humanos 

com animais pode favorecer a transmissão do patógeno entre as espécies. De acordo com 

Silva et al. (2018), a possibilidade dessa forma de transmissão do patógeno surge como um 

fator a ser considerado na epidemiologia das mastites causadas por Staphylococcus spp. 

resistentes à meticilina (MRS). Ainda segundo os autores, além da possibilidade de 

transmissão entre seres humanos e animais, o ambiente também pode ser uma das fontes de 

infecção de MRS para os animais já que os mesmos podem sobreviver durante meses no 

ambiente, desde que existam condições favoráveis à sua manutenção, como temperatura e 

umidade.  

Lim et al. (2013), mostrou que é possível isolar cepas de MRS de teteiras, piso, cercas 

de proteção e do sistema de ventilação. Dessa forma, os resultados do estudo comprovam que 

existe a necessidade da adoção de medidas preventivas quanto à transmissão de MRS entre 
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humanos, animais e ambiente das fazendas. Caso o problema não seja erradicado, o 

tratamento pode tornar-se mais difícil, podendo levar ao descarte dos animais gerando ainda 

mais prejuízos ao produtor. 

Vale ressaltar ainda a importância da mastite em relação à saúde pública, uma vez que 

o envolvimento de bactérias patogênicas pode colocar em risco os seres humanos (COSER et 

al., 2012; RIBEIRO et al., 2014). Além disso, a cada dia o mercado vem exigindo padrões de 

qualidade cada vez mais rigorosos, levando os produtores de leite à utilização de variados 

produtos antimicrobianos em seu rebanho. Tal comportamento favorece a seleção de 

patógenos resistentes aos mais diversos fármacos, tornando-se também um grave problema de 

saúde pública (TEIXEIRA et al., 2014). 

 

2.4. Principais agentes etiológicos da mastite 

Diversos microrganismos têm sido reportados à mastite bovina, incluindo bactérias, 

leveduras e fungos filamentosos. A incidência de infecções virais, micoplasmas e fungos 

relacionados a mastite, também são descritos em diferentes estudos, porém com menores 

incidências. Na literatura, afirma-se que esta enfermidade pode ser causada por 

aproximadamente 137 espécies de microrganismos pertencentes a 35 gêneros, sendo a 

bactéria com maior prevalência (KEEFE, 2012; CAPURRO et al., 2010). 

Dentre os microrganismos encontrados, as bactérias são responsáveis por 80 a 90% 

dos casos de mastite, sendo que 95% das infecções são originadas por Streptococcus 

agalactiae, Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e 

Escherichia coli. O restante dos microrganismos como Pseudomonas aeruginosa, 

Corynebacterium spp, Nocardia spp e Bacillus spp. representam 5% das infecções 

(SCHVARZ e SANTOS, 2012). Zimermann e Araújo (2017), com objetivo de determinar os 

principais agentes causadores de mastite bovina isolados a partir de amostras de leite no 
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Paraná, constataram a presença de Staphylococcus ssp. em 58,97% das amostras, 

Streptococcus spp. (33,33%), Enterococcus ssp. (12,82%), Bacillus ssp. (10,25%), 

Corynebacterium ssp. (10,25%), Escherichia coli (5,12%), Yersinia ssp. (2,56%), e Klebsiella 

ssp. (2,56%), demonstrando a grande diversidade de agentes envolvidos em casos de mastite 

bovina. 

Dentre as principais bactérias causadoras dessa enfermidade, encontram-se as do 

gênero Staphylococcus (HASSAN et al., 2016). Dentre as espécies de estafilococos, 

Staphylococcus aureus é considerado um importante patógeno transmitido por alimentos e 

causador de doenças transmitidas entre seres humanos e animais, incluindo infecções da 

glândula mamária (LEE et al. 2012).  

Staphylococcus aureus é um dos principais agentes das mastites consideradas 

contagiosas, apresentando elevada incidência na maioria dos rebanhos leiteiros em vários 

países. Dentre as características que tornam esse microrganismo um dos principais agentes 

causadores de mastite, destaca-se a alta capacidade de invasão, que permite a infecção de 

regiões mais profundas da glândula mamária. Adicionalmente, ocorre formação de tecido 

fibroso no foco da infecção, formando "bolsões" de bactérias que dificultam a ação dos 

antibióticos ao local da infecção (SALIMENA, 2014). 

Um dos principais problemas relacionados à infecção bacteriana, é sua maior 

capacidade de resistência. A propagação de cepas resistentes às drogas de “primeira linha”, 

levando a consequências graves, pois as infecções causadas por cepas resistentes não 

respondem aos tratamentos, podendo ocasionar prolongamento da doença, maior risco de 

descarte e morte do animal, além de causar insucesso nos tratamentos e expor todo o rebanho 

ao risco de se infectar com uma estirpe resistente (ALEKISH, et al., 2013). 

Os S. aureus possuem capacidade de produzir um grande número de fatores de 

virulência, o que pode estar relacionado com a capacidade de adaptação da bactéria a 
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diferentes hospedeiros e a diferentes locais no corpo deste hospedeiro (MARQUES et al., 

2013). Um dos principais mecanismos de resistência é a formação de biofilmes. O 

desenvolvimento dessa estrutura permite que as comunidades microbianas sejam menos 

susceptíveis aos antibióticos, facilitando a permanência bacteriana no úbere, tornando a 

infecção ainda mais difícil de ser tratada (MELO et al., 2012). 

 

2.5. Biofilme bacteriano 

A definição de biofilme geralmente aceita é que este é uma comunidade estruturada de 

células bacterianas fechadas em uma matriz polimérica organizada em multicamadas, 

autoproduzida, que está ligada a uma superfície biótica ou abiótica (FLEMMING e 

WINGENDER, 2010; BJARNSHOLT et al., 2013; FLEMMING et al., 2016). A formação do 

biofilme é um processo dinâmico e envolve as seguintes etapas: (1) adesão inicial reversível, 

(2) adesão irreversível com início do desenvolvimento da arquitetura do biofilme, (3) 

maturação, (4) dispersão (Figura 1). 

 

 
Figura 1. Etapas da formação do biofilme. (Adaptado de: http://www.becscreen.com/about/about-

biofilms). 
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Apesar do biofilme ser, na maioria das vezes, formado por bactérias (Gram positivas 

e/ou Gram negativas), ele ainda pode conter fungos, algas e protozoários. Dentre as espécies 

bacterianas mais estudadas nessas estruturas, encontram-se: Staphylococcus aureus, 

Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas 

aeruginosa (SCHIESARI JUNIOR et al., 2015). 

No que diz respeito às bactérias, todas podem crescer como biofilmes e estes podem 

ser encontrados em todos os ecossistemas. O crescimento como biofilme é considerado um 

modo de proteção que permite a sobrevivência em ambientes hostis. Através de interações 

intercelulares, o modo de vida do biofilme é claramente distinto das células bacterianas livres. 

Assim, as comunidades de biofilme têm propriedades emergentes, ou seja, novas propriedades 

que passam a existir no biofilme que não são previsíveis a partir do estudo de células 

bacterianas de vida livre (KONOPKA, 2009; JACQUES et al., 2010). Embora o biofilme seja 

composto de indivíduos sésseis, as comunidades de biofilme podem dar origem a células não 

sésseis (ou planctônicas) que podem rapidamente multiplicar-se, dispersar e iniciar um novo 

biofilme (JACQUES et al., 2010). 

A estrutura de um biofilme altera o microambiente de seus próprios habitantes fazendo 

com que os mesmos sofram diferenciação - desencadeada por condições locais - gerando um 

impacto sobre a expressão gênica em função da transferência horizontal de genes entre as 

células, onde estas, localizadas em diferentes zonas do biofilme, irão exibir diferentes padrões 

de expressão de genes (MADSEN et al., 2012). Portanto, pode-se afirmar que os biofilmes 

são um ambiente ideal para a transferência de material genético, principalmente por contar 

com grande quantidade de elementos genéticos móveis que podem intercambiar de uma 

bactéria à outra, por troca de plasmídeos, conjugação ou transposons. Vale lembrar que a 

proximidade física das células dentro da colônia favorece esse mecanismo (RIBEIRO et al., 

2012). 
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É importante ressaltar que a alta densidade celular, a acumulação de elementos 

genéticos móveis e um ambiente físico estável é bastante favorável para o contato célula a 

célula, que é necessário para alguns mecanismos de transferência de genes. Assim, a captação 

de determinados genes de virulência através da transferência horizontal facilita, por exemplo, 

a aquisição de resistência aos antimicrobianos pelas células em biofilme (MADSEN et al., 

2012). Essas propriedades emergentes, que incluem a formação de interações físicas e sociais, 

troca gênica e uma maior tolerância aos antimicrobianos, são papéis fundamentais da matriz 

que envolve as células do biofilme (FLEMMING e WINGENDER, 2010; SINGER et al., 

2010).  

As bactérias em biofilmes podem ser vistas como formadores de habitat biogênico em 

uma microescala. Ao gerar uma matriz, as bactérias criam um habitat fisicamente distinto que 

proporciona abrigo, promove a acumulação de nutrientes e altera fundamentalmente o 

ambiente físico-químico do biofilme e as interações entre os organismos ali existentes 

(FLEMMING et al., 2016). 

Sabe-se que, para as bactérias iniciarem o processo de formação do biofilme, é 

necessário que haja a aderência dessas células em uma determinada superfície para que as 

mesmas se proliferem. Isso ocorre pela produção do polissacarídeo capsular adesina (PS/A), 

um antígeno capsular que faz com que a bactéria tenha aderência na superfície. A síntese do 

polissacarídeo capsular-PS/A, por sua vez, é mediada por um operon ica que, ao ser ativado, 

um polissacarídeo de adesão intercelular-PIA é sintetizado (O’GARA, 2007).  

Compreende-se que o reconhecimento da existência do biofilme é de grande 

relevância, assim como seu mecanismo de formação e manutenção. A partir daí, novos 

métodos diagnósticos podem ser desenvolvidos, permitindo aplicar tratamentos mais 

específicos e com maior eficácia (SCHIESARI JUNIOR et al., 2015). 
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2.6. Staphylococcus formadores de biofilme 

 O biofilme é considerado um fator de virulência muito importante, principalmente por 

estar associado à troca de material genético (facilitando a conservação do genótipo), 

patogenicidade e resistência aos antimicrobianos (JAIN e AGARWAL, 2009; HOIBY et al., 

2010). Tem sido proposto que os biofilmes de Staphylococcus spp. são as principais causas de 

mastite recorrente e crônica no gado leiteiro (MELCHIOR et al., 2007) e existe um consenso 

de que o biofilme contribua para a persistência e disseminação dos Staphylococcus em sítios 

infecciosos, contribuindo para o desenvolvimento de doenças crônicas, uma vez que dificulta 

a ação dos mecanismos de defesa do hospedeiro (HOIBY et al., 2010). 

 Pesquisas mostram que bactérias produtoras de biofilme são mais resistentes ao 

tratamento antimicrobiano em casos de mastite. Santos et al. (2018) avaliaram o perfil de 

resistência antimicrobiana e a capacidade de formar biofilme de Staphylococcus coagulase 

positiva e observaram que todos foram sensíveis aos nove antibióticos testados, sendo que 

nenhum isolado bacteriano foi capaz de produzir biofilme.  

 Hassan et al (2011) também avaliaram o perfil de resistência bacteriano em isolados 

produtores e não produtores de biofilme. Os autores observaram que houve maior resistência 

aos antibióticos em bactérias produtoras de biofilme quando comparadas às não produtoras. 

Do mesmo modo, Costa et al (2014) estudaram o perfil de sensibilidade de E. coli isolados de 

leite de vacas com mastite a seis antimicrobianos, e concluíram que as cepas classificadas 

como moderadas e fortes produtoras de biofilme foram mais resistentes aos antibióticos em 

relação àquelas com baixa ou nenhuma formação de biofilme. 

Essas pesquisas confirmam que células bacterianas organizadas em biofilmes são mais 

resistentes aos efeitos dos agentes antimicrobianos quando comparadas com as células 

planctônicas dos mesmos isolados (ANTUNES et al., 2011). Dessa forma, faz-se necessário a 

escolha da terapêutica antimicrobiana correta para o tratamento de infecções intramamárias 
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em bovinos, relacionadas com a produção de biofilmes, a fim de obter eficácia no tratamento 

dessa enfermidade (COSTA et al., 2014). 

Algumas hipóteses sobre mecanismos que justifiquem um aumento da resistência de 

Staphylococcus spp. formadores de biofilme têm sido levantadas: baixa penetração do 

antimicrobiano, lenta taxa de crescimento bacteriano na maturação do biofilme pela limitação 

de nutrientes ou como resposta ao estresse iniciado com a formação do biofilme e, finalmente, 

alteração da composição da membrana proteica além da indução de um fenótipo caracterizado 

por bomba de efluxo (ANTUNES et al., 2007). 

As bombas de efluxo são um conjunto de proteínas integradas a membrana celular e 

têm a função proteger as células de efeitos tóxicos, facilitando a saída de moléculas nocivas 

para o espaço extracelular (COSTA et al., 2013). Contribuem não somente para o efluxo dos 

antibióticos, mas para a extrusão de compostos químicos, sugerindo que estas contribuem 

para a sobrevivência da bactéria no seu nicho ecológico (LIN et al., 2015).  

A resistência aos antibióticos mediada por efluxo pode ser considerada um importante 

mecanismo de virulência em bactérias (XING et al., 2014; COSTA et al., 2013). Existe a 

possibilidade das bombas de efluxo possuírem uma variada especificidade de substratos, 

sendo que aquelas de largo espectro têm a capacidade de expulsar mais de uma classe de 

antibióticos ou outros compostos antimicrobianos (COSTA et al., 2013, MARTINS et al., 

2013).  

Sistemas de efluxo bacterianos podem ser tanto específicos, expulsando somente um 

antimicrobiano ou uma classe de antimicrobianos, quanto bomba de efluxo multirresistentes. 

Essas bombas são classificadas em cinco famílias de acordo com seu requerimento energético 

e estrutura: ABC (ATP-binding cassettes), MATE (Multidrug and Toxic compound efflux), 

RND (resistancenodulation cell division), SMR: (small multidrug resistance family), MEPF 

(multiantimicrobial extrusion protein Family) e MET (multidrug endosomal transporters). As 
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primeiras 5 famílias são encontradas em microrganismos enquanto que a família MET é 

restrita a eucariotos (KOURTESI et al., 2013). 

A sobrexpressão e a expressão constitutiva dessas proteínas de membrana podem 

representar o primeiro passo na aquisição de resistência bacteriana aos antibióticos que, 

aliados à formação de biofilme, contribuem para sua sobrevivência e persistência em 

ambiente infectado (COYNE et al., 2011; BLAIR et al., 2015a; LI et al., 2015). 

Desta forma, o conhecimento sobre a formação de biofilme além de outros 

mecanismos de resistência bacterianos, é fundamental para adequação de estratégias de 

tratamento de doenças como a mastite pois, conhecendo as suas propriedades e o modo como 

se organizam, é possível controlar o desenvolvimento desses microrganismos de forma a 

prevenir o seu crescimento e, consequentemente, chegar a um tratamento eficaz (MELO et al., 

2012).  

 

2.7. Resistência aos antimicrobianos 

 O surgimento dos antibióticos revolucionou o tratamento de doenças infecciosas, 

proporcionando uma redução mundial das taxas de morbidade e mortalidade associadas a 

infecções causadas por bactérias (COSTA et al., 2017). A terapia antimicrobiana tem por 

finalidade fazer com que o princípio ativo chegue até o local da infecção e mantenha 

concentrações adequadas por tempo satisfatório para auxiliar a defesa do sistema imunológico 

(COSTA, 2011).  

Entretanto, o mau uso desses fármacos acelera o processo natural de resistência 

bacteriana, favorecendo a seleção de patógenos resistentes no meio ambiente, além de 

contribuir para o surgimento de doenças de difícil tratamento dentro das comunidades (ORÚS 

et al., 2015). O acesso facilitado aos medicamentos na medicina veterinária tem feito com que 
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os mesmos sejam escolhidos de maneira errônea, podendo resultar em seleção de cepas 

resistentes interferindo na eficiência do tratamento (SHI et al., 2010). 

 A resistência é um fenômeno natural explicado por diferentes mecanismos e regida 

pelo princípio da evolução e adaptação genética. O surgimento da mesma é mais acentuado 

quando a população de bactérias fica exposta de forma constante a antibióticos. Mesmo com a 

indicação e utilização correta desses medicamentos, existe a possibilidade de se verificar o 

desenvolvimento de mecanismos de resistência (SAMPAIO et al., 2018), isso porque os 

microrganismos portadores de resistência intrínseca ou de genes de resistência, podem 

apresentar maior adaptação e tolerância a pressão seletiva que os antibióticos impõem ao 

meio, devido às capacidades bioquímicas que tais microrganismos podem expressar 

(KUMAR e VARELA, 2013). 

Vários podem ser os mecanismos de resistência aos antibióticos. Dentre eles, pode-se 

citar: (1) modificação do alvo do antibiótico: mudanças estruturais do alvo impedem a ligação 

efetiva entre ele e o antibiótico (BLAIR et al., 2015b); (2) diminuição da permeabilidade da 

membrana celular: a penetração do fármaco nas bactérias depende de características físico-

químicas dos antibióticos como a polaridade e o tamanho das moléculas (DRAWZ e 

BONOMO, 2010); (3) sistemas de bombas de efluxo:  proteínas membranares que exportam 

os antibióticos para o meio extracelular, mantendo as concentrações intracelulares em baixos 

níveis (DRAWZ e BONOMO, 2010); (4) inativação enzimática do antibiótico: o mecanismo 

de resistência ocorre devido a inativação do fármaco a partir da produção de enzimas que 

degradam ou inativam o antibiótico. O exemplo clássico deste mecanismo de resistência é a 

produção de β-lactamase que hidrolisa o anel β-lactâmico dos antibióticos (VAN HOEK et 

al., 2011); (5) formação de biofilmes: ocorre a adesão primária das células a uma superfície 

seguida da formação de microcolônias que se acumulam agrupadas em multicamadas 

celulares. Por meio de comunicação química via quorum sesing entre as células bacterianas, 
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ocorre a formação de um agregado de células embutidas em uma matriz de exopolissacarídeos 

que constitui o biofilme maduro (VERT et al., 2012). 

O fenômeno da resistência bacteriana a diversos antibióticos impõe sérias 

limitações às opções para o tratamento de infecções bacterianas, representando uma ameaça 

para a saúde pública (COSTA e SILVA JUNIOR, 2017). Isso acontece principalmente pelo 

fato de que a produção de barreiras de proteção, como o biofilme, contribui para o aumento 

dessa resistência, tornando ainda mais difícil o tratamento da enfermidade. 

Dessa forma, medidas para evitar a resistência bacteriana, como o uso racional dos 

antibióticos, prevenção de infecções bacterianas, controle e prevenção da disseminação de 

microrganismos resistentes são essenciais. Além disso, a busca por novos metabólitos ativos, 

contra diferentes microrganismos patogênicos, deve ser ativa e contínua (GUIMARÃES et al., 

2010). 

 

2.8. Alternativas para a terapia da mastite 

 Devido ao aumento da resistência bacteriana aos antibióticos, há uma busca por 

alternativas que reduzam a seleção de patógenos resistentes, tais como o Staphylococcus 

aureus. Vários antimicrobianos podem ser utilizados no tratamento da mastite, porém, é 

importante destacar que o uso indiscriminado do produto pode, dentre outras coisas, 

contribuir para o aumento da resistência bacteriana. Assim, uma alternativa bastante viável 

seria o uso de fitoterápicos para o tratamento da enfermidade (KLOCKE et al., 2010). 

 As propriedades terapêuticas dos produtos fitoterápicos estão ganhando cada vez mais 

espaço no tratamento de doenças envolvendo microrganismos em razão das muitas vantagens 

que oferecem, dentre elas a possível diminuição nas reações adversas durante o tratamento, 

diminuição da seleção de microrganismos resistentes, redução de custos, além de evitar a 

eliminação de resíduos no leite (OLIVEIRA et al., 2010; SCHIAVON et al., 2011). 
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Várias regiões do Brasil apresentam plantas com potencial fitoterápico. A vegetação 

da Caatinga, por exemplo, por conta de suas características peculiares, apresenta um enorme 

potencial. Entretanto, ainda são necessários mais estudos acerca do potencial terapêutico dos 

seus vegetais. Dentre as espécies desse bioma, a jurema preta (Mimosa tenuiflora) é 

abundante e bastante utilizada como forrageira, sendo apreciada como alimento por caprinos, 

ovinos e bovinos, principalmente na estação seca, quando não há pastagens para sua 

alimentação (BEZERRA et al., 2011; FREITAS et al., 2010).  

A fitoterapia é considerada uma alternativa interessante para o tratamento da mastite, 

onde estudos in vitro visando à determinação do potencial antimicrobiano de plantas 

pertencentes à flora brasileira, já vêm demonstrando resultados satisfatórios 

(ALBUQUERQUE et al., 2007; BEZERRA et al., 2009; MOURA et al., 2013). Além disso, a 

atividade antibacteriana de extratos naturais de plantas e de alguns de seus compostos vem 

sendo demonstrada frente aos isolados obtidos de casos de mastite (SCHUCH et al., 2008; 

BASKARAN et al., 2009). 

 

2.9. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret 

A região semiárida brasileira é uma importante ecorregião da Caatinga que fornece as 

condições bióticas e abióticas necessárias para que muitas espécies 

endêmicas habitem; permitindo a presença de alta diversidade de espécies quando comparado 

com outras regiões semiáridas do mundo (ALVES et al., 2009; SANTOS et al. 2011). 

A Mimosa tenuiflora (Willd.) Poiret, popularmente conhecida no Brasil como 

“jurema-preta”, é uma planta típica das áreas semiáridas do Brasil, pertence à família 

Mimosaceae de grande importância no domínio da caatinga no semiárido nordestino, 

(SOUZA; RODAL, 2010). Cresce de 2,5 a 5,5m de altura, sendo considerada uma arvoreta de 

porte arbustivo. Possui caule ereto ou levemente inclinado, com ramificação abundante, 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/endemic-species
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/endemic-species
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/mimosa
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desprendendo-se em porções delgadas escamiformes e ramos castanho-avermelhados, 

esparsamente aculeados. As suas folhas são compostas, alternas, bipinadas, com folíolos 

muito pequenos com 5 a 7 pares de pinas e 18 a 36 pares de folíolos por pina (Figura 1) 

(QUEIROZ et al., 2009). 

 

 
Figura 2. Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. – Jurema preta. (A): Folhas; (B): Espinhos; (C): Flor; (D): 

Planta inteira. (Foto: Autoria própria. 2017). 

 

É uma espécie xerófita de hábito arbustivo-arbóreo, indicadora de estádio de sucessão 

secundária progressiva ou de recuperação, amplamente disseminada pelas diferentes 

fitofisionomias de caatinga do nordeste brasileiro, congregando inúmeras potencialidades 

(CALIXTO JUNIOR et al., 2011).  

No Nordeste do Brasil, é uma árvore comum, rica em vários metabólitos secundários 

(fenóis, saponinas , taninos e flavonóides) que tem sido amplamente utilizada 

contra bronquite , tosse , febre, dor de cabeça e úlceras cutâneas (SILVA et al. 2012). Estudos 

(A) (B) 

(C) (D) 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/saponin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/bronchitis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/coughing
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/venous-ulcer
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mostram que extratos aquosos e etanólicos da casca de jurema preta demonstraram atividade 

antimicrobiana contra uma série de patógenos  (BORGES et al., 2013) além de 

apresentar atividade cicatrizante e anti-inflamatória (BEREITER et al., 2008; CRUZ et al., 

2016) bem como potencial antioxidante e antinociceptivo (CARTAXO et al., 2010;  PAIVA 

et al., 2013).  

Mimosa tenuiflora, planta endêmica do bioma Caatinga, tem sido estudada como 

agente antimicrobiano em diversas pesquisas e apresentou resultados muito satisfatórios 

contra diferentes tipos de microrganismos (BEZERRA et al., 2009; PADILHA et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2013). 

Estudos com plantas do bioma Caatinga, incluindo M. tenuiflora, têm demonstrado 

que alguns compostos fenólicos (como flavonoides e taninos) presentes nas mesmas, são 

responsáveis por importantes propriedades farmacológicas, tais como: atividade cicatrizante, 

anti-inflamatória, antifúngica, antioxidante, bactericida e bacteriostática (BEZERRA et al., 

2011; BORGES et al., 2013).  

RIVERA-ARCE et al., (2007) avaliaram as propriedades antimicrobianas da casca do 

caule de M. tenuiflora e demonstraram uma grande ação inibitória dos extratos etanólico e 

hidroalcoólico contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos dermatófitos. 

Outros estudos, também com a casca do caule, confirmaram suas propriedades farmacológicas 

e mostraram uma excepcional atividade antimicrobiana do extrato etanólico contra estirpes 

bacterianas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. (PEREIRA et 

al., 2009; PADILHA et al., 2010; BEZERRA et al., 2011). Sua composição química tem 

atraído um considerável interesse, principalmente devido à presença de alcaloides indólicos, 

taninos e flavonoides (SOUZA et al., 2008). 

Apesar de a planta estar apresentando resultados satisfatórios quanto ao seu potencial 

antimicrobiano, os estudos sobre seu efeito na formação de biofilmes bacterianos são muito 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antiinflammatory-activity
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escassos, sendo de grande relevância a realização de pesquisas sobre tal assunto, já que 

estratégias para controle de biofilmes podem contribuir com a produção de subsídios para sua 

aplicação na terapia dos animais (MILLEZI et al., 2013). 

 

2.10. Agentes antibiofilme 

Estratégias para controle de biofilmes podem interferir na formação dessas estruturas 

em superfícies, pois um dos maiores problemas é a ocorrência de multiplicação de cepas 

altamente virulentas e resistentes (MILLEZI et al., 2013). 

Na forma de biofilme, as bactérias são mais resistentes a vários tratamentos 

antimicrobianos, podendo sobreviver a condições adversas e suportar o sistema imunológico 

do hospedeiro. Dessa forma, há necessidade de novas opções de tratamento de infecções 

associadas a biofilmes. No entanto, ainda há um grande desafio no desenvolvimento de 

agentes que combatam o biofilme e, até o momento, nenhuma substância antibiofilme foi 

registrada ou está em uso clínico, o que torna o tratamento de infecções relacionadas com 

biofilmes muito difícil (RABIN et al., 2015). 

Vários mecanismos estão envolvidos na inibição ou erradicação de biofilmes. Dentre 

eles pode-se citar: (1) degradação de componentes da matriz polimérica pela ação de enzimas 

(como proteases, carbohidrases, nucleases específicas aos componentes da matriz); (2) 

moléculas anti-adesivas (capazes de alterar a interação das células com a superfície); (3) 

inibição das moléculas responsáveis pela regulação do quorum-sensing, (4) inibição de fatores 

de virulência ou de adesão como pili, flagelos, adesinas, entre outros (RENDUELES e 

GHIGO, 2012).  

Pesquisas estão sendo desenvolvidas para lançamento de agentes antibiofilme que não 

apresentam toxicidade, pois acredita-se que os mesmos não induzirão resistência aos 

medicamentos. A maioria das moléculas antibiofilme que foram desenvolvidas têm sido 
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inspiradas em produtos naturais ou modificações de moléculas de sinalização que regulam a 

formação de biofilmes (RABIN et al., 2015). Os produtos naturais podem fornecer uma 

disposição diversa de estruturas químicas e possuir uma variedade larga de propriedades 

biológicas. Dessa forma, os mesmos são explorados mundialmente na busca de novos 

produtos farmacêuticos (BUOMMINO et al., 2014). 

 Pesquisas voltadas para a descoberta de novos compostos capazes de inibir biofilmes 

são de grande importância sendo que os produtos naturais continuam a despertar o interesse 

para o desenvolvimento de componentes com estruturas e atividade biológica interessantes 

(RABIN et al., 2015). Muitos compostos antibiofilme foram identificados a partir de diversas 

fontes naturais e esses produtos têm colaborado com o desenvolvimento de uma 

multiplicidade de agentes terapêuticos sintéticos (GARO et al., 2007; WU et al., 2011; LEE et 

al., 2011).  

 Estudo feito por Coenye et al. (2012) demonstrou que dos 119 extratos de plantas 

testados, apenas cinco (Epimedium brevicornum, Malus pumila, Polygonum cuspidatum, 

Rhodiola crenulata, e Dolichos lablab) mostraram uma potente atividade antibiofilme. Já 

Trentin et al. (2011) avaliaram 45 extratos aquosos de 24 espécies de plantas da Caatinga 

contra Staphylococcus epidermidis e concluíram que polifenóis, cumarinas, esteróides e 

terpenos podem atuar como possíveis compostos ativos envolvidos com os efeitos dos 

extratos, afirmando que estes podem ser considerados alternativas importantes para combater 

esse microrganismo. 

Dessa forma, para tentar reduzir ou até mesmo eliminar a formação do biofilme e, 

consequentemente, reduzir a resistência aos antibióticos de bactérias causadoras de mastite, 

são necessários estudos para analisar quais possíveis substâncias podem atuar contra a 

formação do biofilme. Nesse sentido, o extrato de plantas medicinais surge como uma 

importante alternativa para controlar a formação do biofilme, reduzindo a resistência 
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bacteriana aos antimicrobianos tradicionais e possibilitando melhor tratamento da doença nos 

rebanhos (BRAMBILLA et al., 2017). 

 

2.11. Sinergismo de drogas antimicrobianas com fitoterápicos  

O aumento da resistência microbiana às drogas existentes é um problema sério e, 

portanto, existe a necessidade de buscar novas alternativas de substâncias antibacterianas, 

especialmente a partir de fontes naturais (PAREKH e CHANDA, 2007). Uma alternativa 

viável seria a utilização de extratos de plantas medicinais. Há muitas vantagens no uso de 

compostos antimicrobianos a partir dessas plantas, dentre elas: (i) menos reações adversas 

esperadas, (ii) melhor tolerância do animal, (iii) maior economia, (iv) melhor aceitação devido 

à longa história de uso e (v) ser renovável por estar disponível na natureza (OLIVEIRA et al., 

2007; SILVA et al., 2007; PAREKH e CHANDA, 2007). 

O uso de plantas medicinais pode ser bastante interessante do ponto de vista 

antimicrobiano. No entanto, em associação com agentes antimicrobianos, os resultados podem 

ser ainda melhores, pois é possível potencializar a capacidade de aumento da eficácia de 

antibióticos. A combinação de substâncias antimicrobianas tem sido empregada para diversos 

fins, principalmente para reduzir a toxicidade relacionada à dose do antibiótico em virtude do 

uso de doses reduzidas de cada substância ativa; na terapêutica de infecções por múltiplos 

patógenos; e também para prevenir ou retardar a emergência in vivo de subpopulações 

resistentes a antibióticos (MACEDO et al., 2013). Dessa forma, a interação mais desejada 

entre fármacos é a do tipo sinérgica, a qual consiste numa interação positiva onde o uso 

combinado de duas ou mais substâncias produz um efeito combinado maior do que aquele 

observado quando se utiliza cada antimicrobiano de modo separado (SEGATORE et al., 

2012). O efeito sinérgico acontece, provavelmente, em função da formação de um 

determinado complexo que se torna mais eficaz na inibição de uma espécie particular de 
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microrganismo, seja inibindo a síntese da parede celular ou provocando sua lise (CHANDA e 

RAKHOLYA, 2011). 

O efeito sinérgico contra microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos já foi 

comprovado, mostrando que a atividade antimicrobiana de drogas em combinação com 

fitoterápicos apresentou melhores resultados quando comparada ao teste somente com 

antimicrobianos, sugerindo que o sinergismo é uma boa opção contra determinados 

microrganismos se comparado com algumas drogas sintéticas (AHMED et al., 2010; 

FERNANDES et al., 2012). 

Assim sendo, devido ao aumento da prevalência de microrganismos resistentes a 

múltiplas drogas, os testes de sinergismo empregando várias combinações de substâncias de 

origem natural com agentes antimicrobianos, podem ser uma importante ferramenta para que 

se faça uso de uma terapia antimicrobiana mais eficaz e menos tóxica (MACEDO et al., 

2013), sendo que essa associação entre extratos de plantas e drogas também pode expandir o 

espectro antimicrobiano bem como evitar o aparecimento de resistência mutante (CHANDA; 

RAKHOLIYA, 2011). 
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Resumo 

 

Atualmente, um número elevado de infecções por Staphylococcus aureus tem se tornado cada 

vez mais persistente e os variados tipos de antibióticos que têm sido usados no tratamento da 

mastite tornaram-se menos eficazes ou até mesmo ineficazes para esta bactéria resistente. 

Nesse sentido, o desenvolvimento de novas terapias, eficientes e de menor custo, é 

extremamente necessário. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito sinérgico e 
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antimicrobiano do extrato etanólico bruto (EEB) de Mimosa tenuiflora contra S. aureus de 

leite bovino. Foram utilizados 58 isolados bacterianos da bacterioteca do Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do Vale do São Francisco. 

Testes fenotípicos foram realizados em microplacas para avaliar a concentração bactericida 

mínima (CBM), bem como o efeito da associação do extrato etanólico de M. tenuiflora com 

oxacilina contra S. aureus. No teste em microplacas, a atividade antimicrobiana do extrato foi 

observada em 100% dos isolados. Em combinação com a oxacilina, observou-se que a CBM 

para o extrato foi 32 vezes menor para todos os isolados, mostrando uma redução de 96,87% 

do valor do CBM. Para oxacilina, o valor médio de redução de CBM foi de 86%. A 

caracterização química do EEB revelou a presença de várias classes de metabólitos, com 

destaque para os compostos fenólicos. Foi possível identificar taninos hidrolisáveis e o 

flavonoide luteolina. Em conclusão, o EEB apresentou atividade antimicrobiana para todos os 

isolados de S. aureus testados. As concentrações de CBM do extrato e oxacilina apresentaram 

uma redução expressiva, mostrando um efeito sinérgico quando ambos foram testados em 

associação. 

 

Palavras-chave: bactéria, resistência, produto natural, jurema preta, Checkerboard. 
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Introdução 

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro e rico em endemismos, onde muitas 

de suas espécies vegetais apresentam potencial medicinal, e possuem em sua constituição 

química substâncias capazes de inibir o crescimento de microrganismos patogênicos, o que 

vem despertando o interesse científico ao longo dos anos (MESQUITA et al., 2017).  É 

crescente o interesse de diferentes áreas de estudo acerca dessas plantas, em busca de novas 

moléculas bioativas com atividades biológicas interessantes. Para Bezerra et al. (2011) isso se 

deve ao aumento de microrganismos resistentes às drogas antimicrobianas convencionais, o 

que vem desafiando a ciência e causando sérios riscos à saúde pública em todo o mundo.  

Elevado número de infecções causadas por Staphylococcus aureus resistentes à 

meticilina/oxacilina (MRSA), tem se tornado cada vez mais persistente e muitos antibióticos 

que vêm sendo utilizados no tratamento da mastite tornaram-se menos eficazes ou até mesmo 

ineficazes para esta bactéria resistente (DeLEO et al., 2010). Dessa forma, o desenvolvimento 

de novas terapias, eficientes e de menor custo, é extremamente necessário. 

Infelizmente, o desenvolvimento de novos antibióticos torna-se mais difícil, visto que 

as atuais terapias estão perdendo sua eficácia (BROOKS et al., 2014). Isto pode ser 

demonstrado pelas infecções causadas por MRSA, que costumam ser mais resistentes à 

diversas classes de antibióticos e responsável por várias enfermidades, dentre elas a mastite 

(BOUCHER et al., 2010; LIN et al., 2013).  

Diante disso, uma alternativa mais segura e de menor custo seria intercalar um 

antimicrobiano, usado comumente no tratamento da enfermidade, com uma planta que possua 

propriedades medicinais visando obter efeito sinérgico, reduzindo as doses do antibiótico e, 

consequentemente, reduzindo custos. Mimosa tenuiflora (Fabaceae), por exemplo, tem sido 

estudada como agente antimicrobiano em diversas pesquisas e apresentou resultados bastante 

significativos contra diferentes espécies de microrganismos (BEZERRA et al., 2009; 
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PADILHA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2013). O uso dessa planta em associação com 

antibióticos poderia ser uma alternativa para combater a resistência que as bactérias 

apresentam aos antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite, por exemplo.  

Diferentes estudos já comprovaram o efeito sinérgico contra microrganismos Gram-

positivos e Gram-negativos, mostrando que a atividade antimicrobiana de drogas em 

combinação com fitoterápicos apresentou melhores resultados quando comparada ao teste 

somente com antimicrobianos, sugerindo que o sinergismo é uma boa opção contra 

determinados microrganismos se comparado com algumas drogas sintéticas (AHMED et al., 

2010; FERNANDES et al., 2012).  

Assim, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar a atividade antimicrobiana e efeito 

sinérgico do extrato etanólico de Mimosa tenuiflora e da oxacilina frente a isolados de 

Staphylococcus aureus oriundos de leite bovino. 

 

Metodologia  

 

Amostras bacterianas 

Foram utilizadas 58 cepas de Staplylococcus aureus isolados de leite bovino em 

pesquisa anterior e que se encontravam armazenadas na bacterioteca do Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF – campus Ciências Agrárias. Todos esses 

isolados foram obtidos a partir de pesquisa realizada por Araújo et al. (2017).  

 

Coleta, identificação e processamento do material botânico 

Cascas do caule de Mimosa tenuiflora (550 g) foram coletadas em área de caatinga 

preservada nas dependências do Centro de Recuperação de Áreas Degradadas (CRAD) – 

localizado na Univasf campus Ciências Agrárias (S 09°19’35,43” / W 040°32’53,106”), em 
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março de 2017, no município de Petrolina-PE. Galhos da planta (contendo folhas e flores) 

também foram coletados e levados ao Herbário Vale do São Francisco (HVASF), onde a 

identificação botânica se deu por comparação das amostras coletadas com uma exsicata da 

espécie, depositada sob número de tombo 21491. 

Para o processamento do material vegetal, este foi levado ao Núcleo de Estudos e 

Pesquisas em Plantas Medicinais (NEPLAME) – UNIVASF para processamento. 

Inicialmente, o material foi submetido à secagem em estufa com ar circulante à temperatura 

média de 45 ºC durante 7 dias. Após essa etapa, obteve-se um rendimento de 350 g de 

material seco. Posteriormente, foi realizada a trituração do material com auxílio de moinho de 

facas, obtendo-se o material vegetal seco em pó, com rendimento de 298,6 g. 

 

Obtenção do extrato etanólico bruto (EEB) 

O material vegetal seco e em pó (298,6 g) foi submetido à maceração exaustiva, 

utilizando como solvente etanol 95% em percolador de aço inoxidável, com renovação do 

solvente a cada 72 h. Sucessivas extrações foram realizadas, até seu máximo esgotamento. 

Após este processo, a solução extrativa passou por um processo de destilação do solvente em 

evaporador rotativo à pressão reduzida, à uma temperatura média de 50 ºC, obtendo-se, ao 

final, 84,95 g do extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora (EEBMT). 

 

Triagem fitoquímica preliminar 

A análise fitoquímica preliminar, também conhecida como screening, teve como 

objetivo detectar as principais classes de metabólitos secundários presentes no extrato 

etanólico bruto de M. tenuiflora. As técnicas usadas para este fim são baseadas em reações 

químicas que exibem características universais para cada uma das diferentes classes de 

metabólitos secundários investigadas. As metodologias utilizadas foram baseadas em um 
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método proposto por Wagner e Bladt (1996), sendo realizadas em pequena escala e em tubos 

de ensaio, onde os resultados são observados através de reações das amostras com soluções de 

reagentes específicos para cada classe de metabólito, as quais promovem alterações de cor ou 

formação de precipitados. Para isso, foi utilizada a técnica de cromatografia em camada 

delgada analítica (CCDA) que possui, como ponto favorável, a possibilidade de comparação 

dos extratos e fases investigadas com padrões de metabólitos secundários disponíveis no 

mercado. Na CCDA, pequenas alíquotas do extrato (e fases), solubilizadas em solventes 

adequados, foram aplicadas com o auxílio de um capilar de vidro em placas de camada 

delgada com suporte de alumínio e com sílica gel como fase estacionária. Misturas de 

solventes em proporções adequadas para cada classe investigada foram usadas como fases 

móveis. Após a eluição, as placas foram reveladas com reagentes específicos e/ou analisadas 

em câmara de UV nos comprimentos de onda de 254 nm e 365 nm (OLIVEIRA et al., 2010; 

SIMÕES et al., 2010; BRAZ et al., 2011).  

 

Extração e análise do EEBMT por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS  

Para a análise por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS, o EEBMT foi extraído em SPE C-18 

(extração em fase sólida). O cartucho foi previamente ativado utilizando 10 mL de metanol e 

10 mL de água ultrapura. Cerca de 300 mg do extrato foram solubilizados em 500 µL de água 

acidificada (pH=2 com HCl) e 500 µL de MeOH. Após a aplicação do extrato no cartucho, 

foram adicionados 10 mL de água ultrapura e logo em seguida a fração com os compostos 

orgânicos foi eluído com 10 mL de metanol. O solvente foi evaporado, obtendo-se a fração 

metanólica. Esta fração foi analisada por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

acoplado a Espectrometria de Massas com analisador híbrido Quadrupolo-Tempo de Voo 

(UPLC-DAD-QTOF-MS/MS). Foi utilizado o espectrômetro de massas XEVO-G2XSQTOF 

(Waters, Manchester, UK) conectado ao Sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, 
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USA) com a interface ionização por eletrospray (ESI). A separação cromatográfica das 

substâncias foi realizada em UPLC com autoinjetor condicionado a 4 °C, usando uma coluna 

Acquity BEH C18 column (50 mm × 2.1 mm i.d., 1.7 μm) (Waters, Milford, MA, USA). A 

temperatura da coluna foi mantida a 40 °C. A fase móvel consistiu de água 0,1% de ácido 

fórmico (solvente A), acetonitrila 0,1% de ácido fórmico (solvente B) e fluxo de 0,4 mL/min. 

O gradiente de eluição foi: 0-8 min, 10-50% B; 0.8-9 min, 50-95% B. Foram injetados 10 μL. 

O espectrômetro de massas XEVO-G2XSQTOF foi usado no modo negativo com scan de 50 

a 1200 m/z para a aquisição dos dados em MSE, que permite obter os íons tanto do composto 

como dos precursores em uma mesma injeção. As condições para a aquisição foram: 

voltagem do capilar de 3.0 kV; temperatura do cone da amostra 100 °C, temperatura de 

desolvatação 250 °C, velocidade do fluxo de gás no cone 20Lh−1 e velocidade do fluxo de gás 

(N2) da desolvatação 600Lh−1. Todas as análises foram feitas utilizando o lockspray. Leucina-

encefalina (10 ngmL−1) foi utilizada como composto de referência padrão para calibrar o 

espectrômetro de massas durante as análises e introduzidas no lockspray a 10 μLmin−1 para a 

acurácia na aquisição dos dados. Todas as aquisições e análises dos dados foram controlados 

usando o software Waters MassLynx v 4.1. 

 

Determinação da atividade antibacteriana do EEBMT  

Para determinar a atividade antimicrobiana in vitro do extrato, foram adotadas as 

descrições de Santurio et al. (2007). Para isso, as colônias bacterianas foram inoculadas em 

tubos contendo 10 mL de solução salina até a obtenção de turvação. Esses tubos foram 

levados ao espectrofotômetro onde, através do comprimento de onda de 546 nm, foi feita a 

leitura dos mesmos. A turvação ideal foi aquela correspondente à densidade óptica (D.O) 

entre 0,300 e 0,400 (1,36x108 UFC/mL). De cada tubo, foram retirados 100 µL da solução 

turvada e inoculados em tubos contendo 9,9 mL de caldo Mueller Hinton (MH). Por fim, 10 
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µL (1x104 UFC) dessa suspensão foram inoculados em cada poço da microplaca contendo a 

diluição do extrato, que iniciou na concentração de 5000 µg/mL até 39 µg/mL. O material foi 

incubado a 37 °C/24 h e, após esse tempo, com o auxílio de um replicador, as amostras 

bacterianas de cada uma das diluições foram inoculadas na superfície de placas contendo ágar 

MH e incubadas por 24 h a 37 ºC. Na sequência, foi determinada a concentração bactericida 

mínima (CBM) como a menor concentração do extrato vegetal capaz de causar a morte do 

inóculo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. 

 

Determinação da atividade antibacteriana da oxacilina 

Os isolados de S. aureus foram submetidos ao teste de suscetibilidade à oxacilina, 

utilizando-se a mesma metodologia (microdiluição em placas) descrita anteriormente para o 

EEBMT. Foram avaliadas oito diluições do antimicrobiano partindo da concentração de 

15,625 µg/mL até 0,12 µg/mL. A CBM foi considerada como sendo a menor concentração do 

antibiótico capaz de causar a morte do inóculo. Todos os ensaios foram realizados em 

triplicata. 

 

Análise de sinergismo pela técnica Checkerboard 

 Para realizar esse teste, foram selecionadas as cepas com os maiores valores da CBM 

para a oxacilina, totalizando 15 amostras. Após a seleção, realizou-se uma suspensão 

bacteriana, em tubos contendo 5 mL de caldo MH, a partir dos isolados cultivados em placas 

contendo ágar MH. Os tubos foram colocados em estufa por 24 h a 37 ºC. Após esse tempo, 

foram retirados 300 μL de cada tubo sendo transferido para outros tubos contendo solução 

salina 0,85% para atingir a turvação equivalente a escala 0,5 de McFarland (1x108 UFC/mL). 

Uma alíquota de 10μL dessa nova suspensão foi adicionada em todos os poços da microplaca 

já contendo o meio MH e as diluições do extrato e do antibiótico.  
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 As diluições foram realizadas da seguinte maneira: na coluna 6, adicionou-se 100 μL 

da oxacilina, na concentração de 4X o valor da CBM; para a realização da diluição seriada 

foram transferidos, sequencialmente, 100 μL do volume do poço, no sentido horizontal, até a 

coluna 1. Já a diluição do extrato foi realizada adicionando-se 100 μL na concentração de 2X 

o valor da CBM no primeiro poço da linha ‘A’ da microplaca. Após esta etapa, foram 

transferidos, sequencialmente, 100 μL do volume do poço no sentido vertical até a linha ‘F’ 

(Figura 1). Acrescentou-se em cada poço da placa de microdiluição 10 µL da suspensão 

bacteriana. Nos poços H1, H2 e H3 foram adicionados apenas os 10 μL da suspensão 

bacteriana, juntamente com 100 μL de meio MH e nos poços H4, H5 e H6 foram adicionados 

apenas 100 μL do meio MH, servindo como controle de esterilidade do processo. As 

microplacas foram incubadas por 24 h a 37 °C.  

 

Figura 1. Esquema da metodologia checkerboard. Na coluna seis (6) é o início da diluição em série do 

antimicrobiano a partir de uma concentração de 4X o valor da CBM que obtém no final seis diluições referentes 

a 1x, 1/2x, 1/4x, 1/8x, 1/16x e 1/32x do valor da CBM até a coluna um (1). Na linha "A" é o início da diluição 

em série do produto natural, na concentração de 2X o valor da CBM até a linha F, obtendo no final os mesmos 

padrões de diluições referentes ao valor da CBM. 
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 Em seguida, com auxílio de um replicador multicanal, o conteúdo de cada poço da 

microplaca foi transferido para placas contendo ágar MH, incubando-as novamente por mais 

24 h a 37 °C. A interpretação do efeito sinérgico de cada antimicrobiano e das combinações 

foi determinada pelo cálculo do Índice da Fração Inibitória (IFI), por meio da seguinte 

fórmula:  

 

∑IFI=IFI PN+IFI ATM  

Onde: 

IFI do produto natural (PN) = 
𝑪𝑩𝑴 𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒅𝒐

𝑪𝑩𝑴 𝒅𝒐 𝑷𝑵 𝒔𝒐𝒛𝒊𝒏𝒉𝒐
  

IFI do antimicrobiano (ATM) = 
(𝑪𝑩𝑴 𝒄𝒐𝒎𝒃𝒊𝒏𝒂𝒅𝒐)

𝑪𝑩𝑴 𝒅𝒐 𝑨𝑻𝑴 𝒔𝒐𝒛𝒊𝒏𝒉𝒐
 

 

 A somatória dos IFIs foi utilizada para a classificação dos efeitos, de acordo com 

alguns critérios: Ação sinérgica (IFI ≤ 0,5); Aditiva (0,5 < IFI ≤ 1); Indiferente (1 < IFI < 2); 

Antagônico (IFI ≥ 2) (LEE et al., 2012). 

 

Resultados  

 

Caracterização química do extrato etanólico de Mimosa tenuiflora  

Na tabela 1, encontram-se os resultados obtidos após a realização da triagem 

fitoquímica do extrato etanólico bruto de M. tenuiflora. 
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Tabela 1. Resultado da análise da triagem fitoquímica do Extrato Etanólico Bruto (EEB) de Mimosa tenuiflora 

(jurema preta). 

Grupo químico EEB Mimosa tenuiflora 

Alcaloides - 

Antocianinas +++ 

Antraquinonas - 

Compostos fenólicos ++ 

Cumarinas - 

Derivados antracênicos +++ 

Lignana +++ 

Mono, sesqui e diterpenos - 

Naftoquinonas - 

Saponinas +++ 

Taninos condensados - 

Taninos hidrolisáveis +++ 

Triterpenos/esteróis + 

Xantinas + 

(-): ausência do constituinte químico; (+) menor concentração; (++) concentração moderada; (+++) maior 

concentração. 

 

 

  

Com relação às análises por cromatografia, os cromatogramas de UPLC-DAD (290 

nm) e íon pico base (BPI) revelaram a presença de 14 compostos fenólicos, descritos na 

Tabela 2 e que podem ser observados na Figura 2. 

 

Tabela 2: Constituintes químicos identificados por UPLC-DAD a partir da análise do extrato etanólico bruto de 

M. tenuiflora. 

  Pico TR (min) λ max (nm) Composto 

1 0,77 279 Digalato trímero de procianidina 

2 0,90 279 Digalato trímero de procianidina 

3 1,11 279 Digalato trímero de procianidina 

4 1,50 279 Digalato trímero de procianidina 

5 1,89 279 Digalato trímero de procianidina 

6 2,22 279 Digalato trímero de procianidina 

7 2,65 279 Digalato trímero de procianidina 

8 2,71 279 Digalato trímero de procianidina 

9 2,74 279 Digalato trímero de procianidina 

10 2,90 279 Digalato trímero de procianidina 

11 3,05 279 Digalato trímero de procianidina 
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12 3,12 279 Digalato trímero de procianidina 

13 3,21 279 Trímero de procianidina 

14 4,38 245 Luteolina 

(TR): tempo de retenção; (λ máx.): Comprimento de onda de absorção máximo; (nm): nanometro 

 

 

 
 

Figura 2. UPLC-DAD (290 nm) do extrato de Mimosa tenuiflora (A). Cromatograma de íons base (B) obtido 

por UPLC-qTOF -MSE em modo negativo. 

 

 

 

Os compostos foram identificados pelos dados obtidos através das absorções em UV 

máximo, picos dos íons pseudomoleculares e as fragmentações obtidas por MS/MS. Foram 

identificados 14 principais compostos, sendo 13 taninos condensados e um flavonóide. Os 

compostos 1 a 12 (tempos de retenção: 0,77; 0,90; 1,11; 1,50; 1,89; 2,22; 2,65; 2,71; 2,74; 

2,90; 3,05 e 3,12) apresentaram os mesmos valores de UV máximo em 279 nm e íons 

pseudomoleculares em m/z 1169.2520 [M−H]−, correspondendo à fórmula molecular 

C59H46O26. Os principais fragmentos MS2 mostrados foram: m/z 1017,2135 [M-H-galoil]-, 

881,1890 [M-H-procianidina]-, 593,1296 [M-H-2procianidina]- e 305,0663 [M-H-
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3procianidina]-. Com base nos dados obtidos pelo padrão de fragmentação e comparação com 

os dados da literatura (ROCKENBACH et al., 2012), foi possível identificar os 12 isômeros 

como sendo digalatos trímeros de procianidina. O composto 13 (tempo de retenção 3,21) com 

UV máximo 279 nm e pico do íon pseudomolecular em m/z 865.1979 [M-H]- foi identificado 

como trímero de procianidina (C45H38O18). Este tanino apresentou os picos MS2 em m/z 

576,1252 [M-H-procianidina]- e m/z 287,0558 [M-H-2procianidina]-. O flavonóide com 

tempo de retenção em 4,38 (14) foi identificado como sendo a luteolina baseado no espectro 

de UV com máximo de 245 nm e pico do íon pseudomolecular em m/z 285.0393. 

 

Atividade antibacteriana do EEB de Mimosa tenuiflora 

O extrato etanólico apresentou atividade antimicrobiana em 100% (n=58/58) dos S. 

aureus. Com relação aos resultados da CBM, os mesmos apresentaram resposta em quatro 

concentrações do extrato, sendo que a concentração de 312,5 µg/mL foi considerada a CBM 

para a maioria dos isolados (39/58) (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Valores de Concentração Bactericida Mínima do extrato etanólico de Mimosa tenuiflora frente a 

isolados de Staphylococcus aureus. 
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Atividade antibacteriana da oxacilina 

A oxacilina também apresentou atividade antimicrobiana em 100% (n=58/58) dos S. 

aureus. Com relação aos resultados da CBM, os mesmos apresentaram resposta em quatro 

concentrações, sendo que a concentração de 0,49 µg/mL foi considerada a CBM para a 

maioria dos isolados (29/58) (Figura 4). 

 

 

Figura 4. Valores de Concentração Bactericida Mínima da oxacilina frente a isolados de Staphylococcus aureus. 

 

 

Análise de sinergismo pela técnica Checkerboard 

 A atividade antibacteriana e o efeito sinérgico do extrato e da oxacilina, isoladamente 

e em combinação, frente a cepas de S. aureus são apresentados na Tabela 3. 

 

Tabela 3: Efeito sinérgico do EEBMT com a oxacilina sobre Staphylococcus aureus de leite bovino. 

Isolado (nº de 

referência) 

Substância 

testada 

CBM (µg/mL) 

Sozinho/combinado 

IFI ∑IFI Resultado 

S. aureus (05) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,061 

0,0312 

0,0625 

 

0,093 

 

Sinérgico 

S. aureus (12) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,061 

0,0312 

0,0625 

 

0,093 

 

Sinérgico 
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S. aureus (20) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (22) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (23) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (24) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (41) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,061 

0,0312 

0,0625 

 

0,093 

 

Sinérgico 

S. aureus (49) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,244 

0,0312 

0,25 

 

0,28 

 

Sinérgico 

S. aureus (50) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,244 

0,0312 

0,25 

 

0,28 

 

Sinérgico 

S. aureus (51) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,244 

0,062 

0,25 

 

0,31 

 

Sinérgico 

S. aureus (57) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (61) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (72) EEB 

OXA 

625 / 19,53 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

S. aureus (73) EEB 

OXA 

156,2 / 4,88 

1,95 / 0,24 

0,0312 

0,123 

 

0,154 

 

Sinérgico 

S. aureus (78) EEB 

OXA 

312,5 / 9,76 

0,976 / 0,122 

0,0312 

0,125 

 

0,156 

 

Sinérgico 

IFI: Índice da fração inibitória; (EEB): Extrato etanólico bruto; (OXA): Oxacilina; (CBM): Concetração 

Bactericida Mínima. 

 

 

 

 Em combinação com a oxacilina, pode-se observar que concetração bactericida 

mínima para o EEB foi 32 vezes menor para todos os isolados, mostrando uma redução de 

96,87% do valor da CBM do extrato frente aos isolados testados. 

Com relação à oxacilina, sua associação com o extrato resultou em uma redução de 

93,75% do valor da CBM para três isolados (números de referência: 05, 12 e 41); de 87,5% 

para oito isolados (números de referência: 20, 22, 23, 24, 57, 61, 72 e 78); 75% em outros três 

isolados (números de referência: 49, 50 e 51) e de 87,7% para um isolado (número de 
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referência: 73).  Diante desses resultados, é possível afirmar que a CBM para a oxacilina foi 

de 4-16 vezes menor quando comparada ao valor testado sozinho. 

Os valores mostrados na Tabela 3 se referem apenas àqueles relacionados à somatória 

dos IFIs que produziram os melhores efeitos sinérgicos, conforme definido pelo IFI ≤ 0,5. 

 

Discussão  

 

Caracterização química do extrato etanólico de Mimosa tenuiflora 

São relativamente poucos os trabalhos na literatura que reportam de forma detalhada a 

composição e caracterização química de M. tenuiflora; e a grande maioria das pesquisas 

utilizou como objeto de estudo o extrato etanólico bruto obtido a partir das cascas do caule da 

planta. A presença de compostos fenólicos corrobora os estudos fitoquímicos já realizados 

com esta espécie, que relatam o isolamento e/ou identificação de flavonoides e taninos, 

considerados os principais metabólitos produzidos por M. tenuiflora (CRUZ et al., 2016, 

BAUTISTA et al., 2011; RIVERA-ARCE et al., 2007).  

A partir da triagem fitoquímica, foi possível observar a presença de compostos 

fenólicos, antocianinas, derivados antracênicos, taninos hidrolisáveis e saponinas. Isso pode 

explicar os vários usos etnomedicinais da jurema preta visto que os mecanismos e modo de 

ações farmacológicas já foram confirmadas para esses compostos, sejam eles antioxidantes, 

antimicrobianos e/ou antitumorais (GAUTHIER, et al., 2011; NEGRI e TABACH, 2013; 

THAKUR e ARYA, 2014; CASTRO et al., 2015; SYTAR et al., 2016; SILVA et al., 2017).    

 Silva et al. (2013), realizaram uma triagem fitoquímica utilizando o extrato etanólico 

bruto também obtido a partir das cascas do caule de M. tenuiflora, buscando detectar variadas 

classes de metabólitos secundários. Eles observaram a presença de saponinas, resinas, 
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compostos fenólicos, alcaloides, flavonoides e taninos pirogálicos. Assim como no nosso 

trabalho, notou-se a ausência de quinonas e cumarinas.  

 Com relação aos taninos condensados, a triagem fitoquímica preliminar não acusou a 

presença dos mesmos no EEBMT. No entanto, de acordo com Silva et al. (2012), o resultado 

negativo não exclui necessariamente a presença de determinada classe de compostos na 

amostra testada. Provavelmente a concentração destes constituintes dentro da amostra foi 

menor do que a mínima detectável pela técnica empregada na análise. 

Dentre os 14 compostos identificados pela cromatografia líquida, um deles foi a 

luteolina. Na literatura atual, diversos trabalhos reportam atividades biológicas importantes 

atribuídas à luteolina, tais como atividade anti-inflamatória (YANG et al., 2018, AZIZ et al., 

2018), anticâncer (IM et al., 2018), antiviral (FAN et al., 2016), antioxidante (CHOI et al., 

2014), antibacteriana (SHEN et al., 2014) e cardioprotetora (YU et al., 2017). 

Estudo realizado na Argentina por Bustos et al. (2018), a luteolina foi investigada com 

relação ao seu potencial antioxidante e atividade antibacteriana. Os autores observaram que o 

flavonoide apresentou maior inibição na produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) do 

que a vitamina C (inibidor de referência) em células mononucleares. Além disso, observaram 

também que a associação da luteolina com a gentamicina sobre cepas de Staphylococcus 

aureus e Escherichia coli, mostrou efeito sinérgico em S. aureus ATCC e efeito aditivo em E. 

coli ATCC. Os autores concluíram que a administração simultânea de luteolina e gentamicina 

pode representar uma boa opção terapêutica contra esses microrganismos patogênicos. 

 Na Índia, a luteolina foi estudada por Rungsung et al. (2018) quanto à sua capacidade 

de reduzir lesões pulmonares induzidas por sepse em camundongos. Os autores observaram 

que a luteolina foi capaz de atenuar a lesão pulmonar aguda induzida por sepse em 

camundongos, principalmente por conta da diminuição do dano oxidativo e atenuação da 

resposta inflamatória. 



53 
 

 Nesse estudo, a luteolina não foi testada de forma isolada afim de confirmar seu 

potencial terapêutico. Porém, a presença desse flavonoide no EEBMT é de grande relevância, 

já que este pode ser um dos principais componentes que auxiliam no tratamento de infecções 

causadas por S. aureus. Diante disso, é possível afirmar que Mimosa tenuiflora é uma planta 

bastante interessante do ponto de vista químico e biológico. Os estudos realizados com 

extratos desta espécie contribuem não apenas para o fornecimento de informações a respeito 

da sua composição química e do seu potencial farmacológico, mas também do gênero como 

um todo.  

 

Atividade antibacteriana do EEBMT e da oxacilina 

Todos os isolados testados foram sensíveis ao extrato, sendo que a maioria apresentou 

sensibilidade acentuada na concentração de 312,5 µg/mL. O efeito antimicrobiano do extrato 

pode estar diretamente relacionado à presença de taninos presentes no extrato, uma vez que 

estes apresentam amplo espectro de ação, podendo ser empregados na medicina tradicional 

para tratamento de diversas doenças (PEREIRA et al.; 2015). 

O mecanismo de ação dos taninos pode ser explicado por sua capacidade de precipitar 

as proteínas das células superficiais dos tecidos e das mucosas, formando uma capa protetora, 

inibindo enzimas, causando uma ruptura da membrana plasmática e privação do substrato 

microbiano através da formação de um complexo tanino-proteína e/ou polissacarídeo, 

impedindo assim, o desenvolvimento de microrganismos (RODRIGUES et al. 2014). Plantas 

nativas da Caatinga ricas em taninos apresentam uma notável atividade antimicrobiana, onde 

estes podem atuar tanto sobre microrganismos Gram-positivos como Gram-negativos (AZIZ 

ABD et al., 2011; SILVA et al., 2012). 

Em outro estudo, realizado por Silva et al. (2013), os autores encontraram 

predominância de produtos como os taninos e os flavonoides. Várias pesquisas destacam o 
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potencial dos compostos fenólicos e dos flavonoides como possuidores de atividade 

antimicrobiana (DIMECH et al., 2013; OKORO et al., 2010; OKONKWO et al., 2016).   

Os compostos de caráter fenólico nas plantas medicinais destacam-se com atividades 

que favorecem a saúde, demonstrando seu potencial medicinal (WANGENSTEEN et al., 

2015). Dessa forma, o perfil de compostos encontrado reflete nos efeitos antimicrobianos 

relatados nesse trabalho. 

 Com relação à oxacilina, todos os isolados testados foram sensíveis ao antibiótico, 

sendo que a maioria apresentou sensibilidade acentuada na concentração de 0,49 µg/mL. 

Estudo realizado por Silva et al. (2012) mostrou que 99% dos isolados de Staphylococcus 

aureus de mastite bovina do agreste pernambucano foram sensíveis à oxacilina. Outros 

estudos realizados na China (PU et al., 2014) e na Índia (MISTRY et al., 2016) também 

avaliaram a atividade antimicrobiana da oxacilina frente a cepas de S. aureus isoladas de 

mastite bovina e concluíram que 87,4% e 100% dos isolados, respectivamente, apresentaram 

sensibilidade a este antimicrobiano.  

Esses resultados mostram que a oxacilina continua sendo eficaz contra as principais 

bactérias causadoras de mastite nos rebanhos leiteiros e, quando não é utilizado de forma 

indiscriminada, é possível ter sucesso no tratamento. No entanto, cepas resistentes à oxacilina, 

amplamente disseminadas, representam um considerável problema de saúde pública, pois 

além de multirresistentes, podem expressar importantes fatores de virulência (FITZGERALD, 

2014; MONACO et al., 2016). 

A resistência pode surgir como consequência do uso inadequado dos antibióticos, uma 

vez que isso impõe uma pressão seletiva sobre a bactéria, favorecendo sua evolução genética 

(DIAS et al., 2015). A expressão da resistência à oxacilina é principalmente associada à 

produção de uma proteína de ligação à penicilina (penicillin-binding protein, PBP) 

modificada e com baixa afinidade de ligação aos β-lactâmicos, conhecida como PBP2a, 
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permitindo que os Staphylococcus spp. mantenham sua biossíntese até em concentração 

consideradas inibitórias desses antimicrobianos. Essa proteína é codificada pelo gene mecA, e 

é por isso que esse gene é frequentemente usado como marcador molecular da resistência a 

este antibiótico (PATERSON et al., 2014). 

Ainda que um microrganismo apresente sensibilidade a um determinado 

antimicrobiano, sua ampla utilização tem como consequência a geração de pequenos 

gradientes de concentrações, conhecidos como concentrações subinibitórias (sub-MICs), que 

podem ocorrer em ambientes diferentes (seja no organismo animal ou humano), durante a 

antibioticoterapia. Nessas pequenas quantidades, os antibióticos podem atuar como moléculas 

sinalizadoras, ocasionando a seleção de mutantes pré-existentes, induzindo a tolerância 

fenotípica aos mesmos e, consequentemente, influenciando nas taxas de mutação, na 

transferência horizontal de genes e na expressão de fatores de virulência, aumentando sua taxa 

de evolução adaptativa (ROMERO et al., 2011; LAURETI et al., 2013). Bactérias comensais 

e patogênicas são frequentemente expostas a sub-MICs de antibióticos, onde estas têm sido 

relacionadas a importantes efeitos na fisiologia bacteriana (ANDERSSON e HUGHES, 

2014). 

Em S. aureus sensíveis à oxacilina, o efeito de sub-MICs de β-lactâmicos sobre a 

expressão da resistência a esse antimicrobiano já foi observado in vitro (PENN et al, 2013; 

KONG et al., 2015; TENOVER e TICKLER, 2015; CHUNG et al., 2016; PROULX et al., 

2016). Por isso, a existência de S. aureus suscetíveis a esse antibiótico não garante tratamento 

de sucesso por muito tempo. Dessa forma, é de extrema necessidade que os produtores sejam 

orientados quanto ao uso correto de medicamentos no tratamento de enfermidades no 

rebanho, pois a utilização apropriada do antibiótico contribui para redução da resistência 

bacteriana, com a diminuição de gastos além de evitar o descarte precoce dos animais. 
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Diante desses resultados, é possível considerar a oxacilina como sendo uma 

importante opção para o tratamento da mastite nos rebanhos e que, se usado de forma 

adequada, minimiza a seleção de cepas resistentes.  

 

Efeito sinérgico entre o EEBMT e a Oxacilina 

Com relação aos resultados do teste de sinergismo, observou-se que os valores de 

CBM do EEB reduziram mais de 96% e, para a oxacilina, a média de redução dos valores da 

CBM foi de 86%. Muitos extratos vegetais são conhecidos por possuírem atividades 

antimicrobianas que podem ser de grande importância para o desenvolvimento de novos 

fármacos. Ao partir desse pressuposto, os resultados desse estudo mostraram que o extrato 

etanólico bruto de Mimosa tenuiflora (EEBMT), ao ser confrontado frente a isolados de S. 

aureus, apresentou efetividade para esse microrganismo. 

Callou et al. (2012) observaram que o extrato acetato de etila de Mimosa 

caesalpiniifolia Benth demonstrou atividade antimicrobiana sobre S. aureus e Pseudomonas 

aeruginosa. A interação do extrato com a polimixina provocou sinergismo contra P. 

aeruginosa, aumentando o halo de inibição do antibiótico no teste de sensibilidade por disco 

difusão. Não houve interferência do extrato na ação da vancomicina sobre S. aureus. 

Prompanya et al. (2014), avaliou o meroterpeno chevalona (E) quanto à sua atividade 

antimicrobiana frente a amostras de MRSA, apresentando CMI>1024 µg/mL, valor este que 

não demonstra uma atividade antimicrobiana significativa. Porém, quando associado ao 

antibacteriano oxacilina, apresentou efeito sinérgico, com IFIC 0,188. Os autores afirmam que 

a chevalona (E) não possui os requisitos estruturais para a atividade antibacteriana 

significativa, porém, os resultados demonstraram efeito sinérgico com os antibióticos contra 

três isolados resistentes a múltiplas drogas. 
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Os resultados do presente estudo mostram que o EEBMT apresentou efeito 

antimicrobiano em todos os isolados de S. aureus e, além disso, quando associado com a 

oxacilina, apresentou sinergismo mostrando valores de CBM ainda melhores. De acordo com 

Chanda e Rakholya (2011) o efeito sinérgico de diferentes extratos com diversas classes de 

antibióticos acontece devido à formação do complexo certo que se torna mais eficaz na 

inibição de uma espécie particular de microrganismo, quer por inibição da síntese da parede 

da célula ou provocando a sua lise ou morte.  

O efeito sinérgico observado nesse estudo permitiu reduzir a concentração do principal 

antibiótico utilizado no tratamento de mastite estafilocócica. Isso aconteceu, provavelmente, 

pela formação de um novo complexo estrutural que permitiu maior afinidade com 

componentes da estrutura celular bacteriana mesmo em uma concentração reduzida. Como 

consequência, dificultou-se a seleção de cepas resistentes aos antimicrobianos (comumente 

utilizados na prática clínica), reduzindo a pressão seletiva das mesmas (REUK-Ngam et al., 

2014; RONDEVALDOVA et al., 2015). Esses resultados podem contribuir na busca de novas 

formulações para terapia de bactérias multirresistentes, visando tratamento mais eficaz contra 

microrganismos causadores de mastite. 

Pesquisas com plantas medicinais não estão sendo avaliadas somente pela sua 

atividade antimicrobiana, mas também como agentes modificadores da resistência bacteriana 

devido à estratégia de combinação planta-antibiótico que podem atingir não somente um 

único alvo, e sim vários, onde os diferentes componentes podem atuar de forma sinérgica, 

indiferente ou antagônica a essa interação (MATIAS et al., 2012; TINTINO et al., 2013).  

Portanto, estes resultados demonstram que o EEB de Mimosa tenuiflora pode se tornar 

um importante adjuvante das drogas antibacterianas já conhecidas, sendo a chave para ajudar 

a mitigar o surgimento de multirresistências e auxiliar no tratamento de doenças infecciosas.  
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 Conclui-se que o extrato etanólico da casca de Mimosa tenuiflora mostrou atividade 

antimicrobiana em todos os isolados de Staphylococcus aureus e pode ser considerado uma 

importante alternativa terapêutica no combate a esses microrganismos. Além disso, todos os 

isolados bacterianos foram sensíveis à oxacilina, mostrando que esse antibiótico continua 

sendo uma das opções mais viáveis no tratamento de S. aureus causadores de doenças como a 

mastite. A associação do extrato etanólico de Mimosa tenuiflora com a oxacilina apresentou 

efeito sinérgico em diferentes concentrações, além de proporcionar redução expressiva nos 

valores de CBM de ambos. Assim, os dados obtidos no nesse estudo apoiam o uso de 

combinações antimicrobianas com extratos vegetais, estabelecendo a capacidade deste extrato 

como provável base de compostos alternativos de resistência a antibióticos. 
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Resumo 

Introdução: Os Staphylococcus spp. com habilidade para formar biofilmes são cada vez mais 

reconhecidos por causar infecções intramamárias persistentes, protegendo-as da ação de 

antibióticos, além de prejudicar a saúde do animal e afetar a saúde pública. A busca de 

alternativas para inibir desenvolvimento dos biofilmes é fundamental, principalmente quando 

utilizadas plantas com potencial terapêutico. Os objetivos desse estudo foram avaliar o efeito 

antimicrobiano e antibiofilme do extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora frente a 
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Staphylococcus aureus produtores de biofilme, bem como avaliar a capacidade dessas 

bactérias produzirem bomba de efluxo como mecanismo de resistência. 

Metodologia: Foram utilizados 58 isolados de Staphylococcus aureus provenientes da 

bacterioteca do Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF – campus 

Ciências Agrárias. Foi realizado teste fenotípico, em microplacas, para analisar a produção de 

biofilme bem como teste antimicrobiano para identificar a concentração bactericida mínima 

(CBM) e teste antibiofilme, ambos utilizando o extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora. 

Para o teste de bomba de efluxo, utilizou-se placas de plástico e estéreis contendo ágar 

Mueller Hinton acrescido de brometo de etídio. 

Resultados: No teste fenotípico em microplacas, todos os isolados produziram biofilme. A 

atividade antimicrobiana do extrato vegetal foi observada em 100% dos isolados. Com relação 

ao efeito antibiofilme, o extrato foi eficaz apenas durante a formação do biofilme, não 

mostrando efeito quando o mesmo já estava consolidado. Com relação à bomba de efluxo, 

nenhum isolado de S. aureus foi capaz de produzir tal mecanismo. Há poucos estudos com 

relação ao potencial de plantas contra a formação do biofilme bacteriano e, partir desses 

resultados, é possível considerar o extrato etanólico de Mimosa tenuiflora como uma 

importante alternativa terapêutica sendo promissora no combate de S. aureus formadores de 

biofilme. 

Conclusões: O extrato etanólico apresentou atividade antimicrobiana sobre todos os isolados, 

mostrando ação contra biofilme que ainda está em formação; porém não é eficaz contra 

biofilme consolidado. Nenhum isolado foi capaz de produzir bomba de efluxo quando em 

contato com brometo de etídio. 

 

Palavras-chave: bactéria, biofilme, resistência bacteriana, fitoterápicos, jurema preta. 
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Introdução  

 A bovinocultura vem se destacando cada vez mais no agronegócio brasileiro, sendo 

considerado o maior rebanho bovino comercial do mundo [1]. Entretanto, algumas doenças, 

como a mastite, contribuem para redução da produção, gerando prejuízos diretos à pecuária 

leiteira em função da diminuição da quantidade e qualidade do leite produzido, ou até mesmo 

pela perda total da capacidade secretora da glândula mamária ocasionando, muitas vezes, o 

descarte dos animais [2, 3]. 

 A mastite é a doença mais amplamente difundida na indústria leiteira e inúmeros 

microrganismos patogênicos podem ser responsáveis por este tipo de inflamação sendo, o 

Staphylococcus aureus, o principal agente patológico da mastite bovina [4, 5]. Bactérias do 

gênero Staphylococcus podem produzir uma série de fatores de virulência [6]. Dentre eles, o 

biofilme tem papel fundamental nas infecções bacterianas sendo que, a cronicidade e 

resistência a agentes antimicrobianos de determinadas infecções, estão intimamente ligadas à 

presença dessa estrutura [7].  

Estratégias para controle de biofilmes podem interferir na sua formação, no entanto, 

nenhuma substância antibiofilme foi registrada ou está em uso clínico, o que torna o 

tratamento de infecções relacionadas com biofilmes muito difícil [8, 9]. Muitas pesquisas 

estão sendo feitas visando descobrir novos compostos capazes de inibir biofilmes, e os 

produtos naturais, com destaque para as plantas, continuam a despertar o interesse para o 

desenvolvimento de componentes com estruturas e atividades biológicas interessantes [9]. 

Dentre as espécies vegetais bastante estudadas nesse sentido, destaca-se a Mimosa 

tenuiflora (Família Fabaceae). Essa planta tem sido estudada como agente antimicrobiano em 

diversas pesquisas, apresentando excelentes resultados contra diferentes espécies de 

microrganismos [10–13]. Porém, os estudos com relação ao seu efeito sobre a formação de 

biofilmes bacterianos ainda é escasso, sendo de grande relevância a realização de pesquisas 
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sobre tal assunto, já que estratégias para controle de biofilmes podem contribuir com a 

produção de subsídios para sua aplicação na terapia dos animais [8].  

Outro mecanismo de resistência bacteriana são os sistemas de efluxo de multidrogas 

[14]. O sistema de bombas de efluxo serve para proteger as bactérias de danos por toxinas, e 

podem desempenhar um importante papel no desenvolvimento de resistência a diversos 

agentes antimicrobianos [15].  

A superexpressão de bombas de efluxo de multidrogas pode promover resistência a 

diversas classes de antimicrobianos, principalmente devido à sua falta de especificidade a 

substratos, mas também podem diminuir a suscetibilidade a biocidas, resultando num fenótipo 

de resistência multidroga [16]. No entanto, apesar das bombas de efluxo estarem amplamente 

implicadas na resistência a antibióticos, há evidências que sugerem que elas podem participar 

de uma série de comportamentos bacterianos, incluindo a formação de biofilme [17].  

Diante do exposto, os objetivos dessa pesquisa foram analisar fenotipicamente a 

capacidade de Staphylococcus aureus produzirem biofilme, avaliar o efeito antimicrobiano e 

antibiofilme do extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora, bem como analisar a capacidade 

dos isolados bacterianos de produzirem bomba de efluxo como mecanismo de resistência.  

 

Metodologia  

 

Amostras bacterianas 

Foram utilizados 58 isolados de Staplylococcus aureus provenientes da bacterioteca do 

Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal da UNIVASF – campus Ciências 

Agrárias. Todos esses isolados foram obtidos a partir de pesquisa realizada por [18]. 
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Obtenção do extrato etanólico de Mimosa tenuiflora 

 Cascas de Mimosa tenuiflora foram coletadas em uma área de caatinga preservada nas 

dependências do Centro de Recuperação de Áreas Degradadas (CRAD) – localizado na 

Univasf campus Ciências Agrárias (S 09°19’35,43” / W 040°32’53,106”) para 

processamento. O material foi seco em estufa com circulação de ar a uma temperatura média 

de 45 °C durante 7 dias. Após este passo, obteve-se um rendimento de 350 g de material seco. 

Posteriormente, a moagem do material foi realizada com o auxílio de um moinho de facas, 

obtendo-se o material vegetal seco em pó, com rendimento de 298,6 g. 

O material vegetal seco e em pó foi submetido a maceração exaustiva, utilizando como 

solvente o etanol (95%) em um recipiente de aço inoxidável, com renovação de solvente a 

cada 72 horas. Sucessivas extrações foram realizadas até a exaustão máxima. Após este 

processo, a solução extrativa foi submetida a um processo de destilação do solvente em 

evaporador rotativo sob pressão reduzida, a uma temperatura média de 50 °C, obtendo-se no 

final 84,95 g do extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora (CEEMT). 

 

Análise química do EEBMT 

A análise química foi realizada conforme já descrito no capítulo I, onde inicialmente 

foi realizada a triagem fitoquímica preliminar e, posteriormente, a análise por UPLC-DAD-

QTOF-MS/MS.  

 

Determinação da atividade antibacteriana do EEBMT  

A atividade antimicrobiana do EEBMT foi realizada conforme metodologia do 

capítulo I, adotando as descrições de [19].  

 

 



69 
 

Análise da produção de biofilme 

 Para avaliar a produção de biofilme, seguiu-se a metodologia de [20], com 

modificações. Inicialmente, realizou-se a turvação de cada isolado em solução salina 0,85% 

visando obter uma densidade óptica (D.O.) entre 0,153 e 0,316 (~3x108 ufc/mL) 

correspondente à escala 1 de McFarland. Para isso, as amostras foram levadas ao 

espectrofotômetro onde, através do comprimento de onda de 600 nm, foi feita a leitura das 

mesmas. Após alcançar a turvação ideal, 100 L dessa suspensão foram transferidos para 

tubos contendo 3 mL de caldo TSB (Tryptone Soya Broth) acrescido de 1% de glicose. 

Posteriormente, foram retirados 5 L de cada tubo e colocados em placas de Elisa contendo 

195 L de caldo TSB (também acrescido de 1% de glicose) recentemente colocado.  

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 ºC por 24 h e, depois desta etapa, todas as 

amostras foram lavadas três vezes com 200 L de água destilada. Em seguida foi feita a 

coloração com 100 L de cristal violeta a 0,25% e exposta de 2 a 3 minutos à temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas mais três vezes com água destilada para diluição do 

corante e depois foram adicionados 200 L de álcool-acetona (80:20). Todos os ensaios foram 

realizados em triplicata, inclusive os controles positivo e negativo. A absorbância foi medida 

em leitor de microplaca (modelo EXPERT PLUS-UV) e mensurada em 620 nm. Como 

controle positivo foi utilizado a ATCC 25923 e como controle negativo apenas o TSB sem 

inoculação. 

 

Interação do EEBMT com o biofilme em formação  

 Para avaliar a interferência do extrato sobre a formação do biofilme, os inóculos 

bacterianos foram cultivados em 10 mL de TSB com 1% de glicose, por 24 h a 37 oC. Depois 

disso, 100 L dessa suspensão foram acrescidos nos poços da microplaca, já contendo 100 L 

do extrato vegetal (com concentração referente ao valor da CBM para cada isolado) e 100 L 
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de meio de cultura nos controles. Após 24 h de incubação a 37oC, as microplacas foram 

submetidas à coloração por Violeta de Genciana, conforme descrito acima. A eficácia do 

extrato em interferir com a formação do biofilme foi definida pela equação: DO média dos 

poços tratados/DO média dos poços controle x 100. Adaptado de [21]. 

 

Interação do extrato vegetal com o biofilme consolidado 

 Para avaliar interação do extrato com o biofilme já consolidado, foi necessário induzir 

a formação do biofilme através da incubação de 100 L da suspensão bacteriana em 

microplacas por 24 h a 37 oC. Em seguida, os poços foram lavados três vezes com água 

destilada (para a remoção de células planctônicas) e posteriormente, foram acrescentados 200 

L do extrato vegetal (de acordo com a CBM de cada amostra). A densidade ótica (DO) foi 

determinada imediatamente após a adição do extrato (0 h) e 24 h depois. A interferência do 

extrato no biofilme consolidado foi definida pela equação: DO24h média – DO0h média x 100. 

Adaptado de [21]. 

 

Avaliação da presença de bomba de efluxo 

 A produção de bomba de efluxo foi avaliada seguindo a metodologia de [22]. Para 

isso, as bactérias foram semeadas em placas de petri (de plástico e estéreis) contendo ágar 

Mueller Hinton acrescido de brometo de etídio em uma concentração de 0,5 µg/mL. Após a 

semeadura, as placas foram levadas para estufa por 24 h a 37 °C. A análise do resultado foi 

feita em transiluminador onde as bactérias produtoras de bomba de efluxo foram aquelas cujas 

colônias não emitiram luminescência sob luz ultravioleta. As colônias que emitiram 

luminescência foram classificadas como negativas para o teste. 
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Resultados 

 

Atividade antibacteriana do EEB de Mimosa tenuiflora 

Os resultados correspondentes à atividade antimicrobiana do EEBMT podem ser 

observados no artigo I desta pesquisa. 

 

Análise da produção de biofilme 

Os resultados da quantificação do biofilme revelaram que todos os isolados 

produziram biofilme no meio TSB (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Classificação de Staphylcoccus aureus de acordo com a produção de biofilme. 

Classificação Nº de isolados Percentual (%) 

Fraca Produção de Biofilme  25 43,1 

Moderada Produção de Biofilme  25 43,1 

Forte Produção de Biofilme  8 13,8 

Não Produtor de Biofilme - - 

TOTAL 58 100 

NPB (Não Produtor de Biofilme) apresentaram a densidade óptica (D.O) ≤ 0,064; FPB (Fraca Produção de 

Biofilme): 0,06 < D.O ≤ 0,128; MPB (Moderada Produção de Biofilme): 0,128< D.O ≤ 0,256 e FoPB (Forte 

Produção de Biofilme): > 0,256. 

 

 

 

Interação do Extrato com o Biofilme em Formação  

O extrato da Mimosa tenuiflora foi testado em 33 isolados classificados como 

moderados (25/33) e fortes produtores de biofilme (8/33). O mesmo apresentou potencial para 

afetar o biofilme, quando em formação, em 31/33 isolados, sendo que, após a sua adição, dos 

25 isolados com moderada produção, 23 passaram a ser considerados como fracos produtores. 

Os dois restantes permaneceram com produção moderada. Com relação aos oito isolados com 

forte produção, todos foram reclassificados como fracos produtores.  Assim, 94% (31/33) 
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Níveis de produção de biofilme antes e após tratamento com EEBMT 

foram reclassificados como fracos produtores e apenas 6% (02/33) permaneceram como 

produtores moderados (Figura 1). 

 

  

Figura 1. Reclassificação dos isolados após tratamento com extrato de M. tenuiflora sobre o biofilme em 

formação. Antes do tratamento: 25 isolados com formação de biofilme moderada e oito com forte produção. 

Após o tratamento: 31 isolados com fraca produção de biofilme e dois com moderada produção. 

 

 

Interação do Extrato com o Biofilme Consolidado 

O extrato da Mimosa tenuiflora não teve ação inibitória sobre o biofilme consolidado, 

sendo observado um pequeno aumento da D.O. 24 h após a adição do mesmo. Apesar desse 

aumento, não houve diferença expressiva entre as densidades ópticas quando comparados os 

valores de D.O. sobre a formação de biofilme 0 h e 24 h após a adição do extrato (Tabela 2). 

 

 

 

 

 

Moderada     Forte Fraca     Moderada 
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Tabela 2: Valores de Densidade Óptica de biofilme consolidado de S. aureus antes (0 h) e após (24 h) o 

tratamento com o EEBMT. 
 

Isolado (n° de referência) Médias de D.O. 0 h Médias de D.O. após 24 h 

S. aureus (02) 0,078 0,075 

S. aureus (03) 0,078 0,076 

S. aureus (04) 0,075 0,082 

S. aureus (08) 0,060 0,061 

S. aureus (09) 0,049 0,053 

S. aureus (11) 0,068 0,069 

S. aureus (13) 0,075 0,074 

S. aureus (18) 0,050 0,053 

S. aureus (19) 0,090 0,093 

S. aureus (20) 0,091 0,092 

S. aureus (21) 0,090 0,091 

S. aureus (22) 0,087 0,087 

S. aureus (33) 0,076 0,083 

S. aureus (36) 0,086 0,095 

S. aureus (37) 0,080 0,085 

S. aureus (38) 0,076 0,083 

S. aureus (44) 0,103 0,113 

S. aureus (49) 0,085 0,090 

S. aureus (50) 0,081 0,090 

S. aureus (51) 0,082 0,089 

S. aureus (52) 0,083 0,080 

S. aureus (58) 0,098 0,100 

S. aureus (59) 0,088 0,091 
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S. aureus (61) 0,088 0,087 

S. aureus (63) 0,092 0,104 

S. aureus (65) 0,054 0,054 

S. aureus (66) 0,082 0,084 

S. aureus (68) 0,083 0,086 

S. aureus (71) 0,088 0,124 

S. aureus (72) 0,144 0,125 

S. aureus (74) 0,082 0,083 

S. aureus (75) 0,080 0,082 

S. aureus (76) 0,088 0,090 

 

 

Bomba de efluxo 

 Após a análise das placas em transiluminador, foi verificado que todas colônias 

bacetrianas apresentaram luminescência sob luz ultravioleta, demonstrando que nenhum 

isolado de S. aureus foi considerado positivo para a produção da bomba de efluxo (Figura 2). 

 

 
Figura 2. Teste fenotípico para Bomba de Efluxo com uso de 

Brometo de Etídio. A luminescência confirma o resultado 

negativo para os isolados de S. aureus formadores de biofilme. 
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Discussão 

 

Análise da produção de biofilme  

A capacidade de formação de biofilmes é de grande importância para vários patógenos 

bacterianos, inclusive aqueles causadores de mastite como o S. aureus [23]. Nesse estudo, 

todos os S. aureus foram capazes de produzir biofilme, seja de forma fraca, moderada ou 

forte. Os resultados mostram que não existe um padrão específico quanto ao percentual de S. 

aureus isolados de mastite bovina com capacidade de formar biofilme. Esta variação pode ser 

explicada pelas diferenças nas metodologias empregadas, como utilização de glicose, que 

pode influenciar na expressão de genes envolvidos na formação do biofilme [24]. 

O padrão de formação de biofilme para as bactérias desse estudo foi diferente, 

mostrando que houve formação de slime em diferentes níveis. Bactérias fortemente 

produtoras de biofilme podem ser mais virulentas, e acredita-se que a formação de biofilme 

forte está ligada a diferentes linhagens genéticas [25]. A aplicação de métodos a nível 

genômico, transcriptômico e proteômico dessas linhagens provavelmente poderia explicar os 

diferentes fenótipos observados [26], sendo necessários mais estudos genéticos que 

comprovem essas diferenças de comportamento bacteriano em relação ao seu mecanismo de 

resistência. 

Além disso, é importante destacar que nem todos os subtipos de S. aureus são 

distribuídos igualmente em todo o mundo. Nesse contexto, a aplicação de subtipagem é uma 

ferramenta muito importante, além da necessidade de mais estudos regionais sobre a formação 

de biofilme, incluindo aqueles genótipos que predominam na produção de leite de regiões 

específicas [26]. 

Porém acredita-se que, com o simples fato de produzir essa estrutura, os isolados já se 

tornam um grave perigo a saúde, visto que a formação da mesma é considerada um 
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mecanismo vantajoso pois facilita a adesão e a colonização bacteriana no epitélio da glândula 

mamária além de impedir a ação das células de defesa, estabelecendo infecções persistentes 

[27–29]. 

Dessa forma, estudos como esse são importantes para que se lancem pesquisas sobre 

novas estratégias para controlar esse modo complexo de vida bacteriana, que é bem 

desafiador para os órgãos de saúde [30]. É de grande relevância obter estudos que analisam 

infecções persistentes devido a patógenos transmitidos por alimentos capazes de produzir 

biofilmes. Isso porque a importância da formação dessa estrutura pelas bactérias é 

subestimada, devido ao fato de haver ainda pouca informação sobre as características de 

aderência de vários patógenos transmitidos pelos alimentos durante o processo dinâmico de 

formação dos biofilmes, incluindo aderência reversível, ligação irreversível e dispersão do 

mesmo [31]. 

 

Interações do extrato com o ‘Biofilme em Formação’ e ‘Consolidado’  

O extrato da M. tenuiflora foi capaz de agir no biofilme em formação, porém não teve 

ação no biofilme consolidado. [32] avaliaram o perfil de atividade de plantas como a S. 

macranthera, A. absinthium, C. nardus e a B. dracunculifolia, e observaram que os extratos 

dessas plantas tiveram atividade frente ao biofilme formado por Staphylococcus aureus 

provenientes de casos de mastite bovina. É importante observar que ao se utilizar produtos 

com ação antibiofilme, é preciso que estes sejam eficazes em várias fases, já que a camada 

polimérica (slime) possui um processo de formação sequencial. 

Como já mencionado, o EEBMT não foi eficaz em agir no biofilme já consolidado 

pelos isolados de S. aureus. De acordo com [33], a presença de certos compostos em extratos 

de plantas poderá proporcionar a formação de um filme condicionante levando à adesão 

microbiana ao invés da sua inibição. Os mesmos autores afirmam que a falta de capacidade 
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em inibir tal estrutura só confirma que esses microrganismos, quando em biofilmes, se tornam 

ainda mais resistentes aos agentes antimicrobianos. 

A presença de vários compostos foi observada a partir da triagem fitoquímica do 

EEBMT (dados não mostrados). Dentre eles estão taninos, saponinas, compostos fenólicos e 

antocianinas. Diversos estudos comprovam que esses compostos apresentam atividades 

medicinais importantes, como antimicrobiana, anti-inflamatória, cicatrizante, entre outras 

[34–37]. No entanto, a ação do extrato contra a formação dessa estrutura bacteriana não está 

esclarecida, sugerindo que os compostos podem ter relação com a atividade antibiofilme 

observada nessa pesquisa.  

Os biofilmes podem ser eliminados, basicamente, através de duas vias: pelo uso de 

substâncias bactericidas ou bacteriostáticas, que levarão a inibição do crescimento bacteriano, 

ou pelo emprego de compostos capazes de bloquear a adesão bacteriana, não resultando em 

morte bacteriana [38, 39]. Pesquisas sobre o desenvolvimento de compostos que inibem a 

adesão bacteriana são muito importantes, pois estes, ao manterem as células em seu estado 

planctônico, favorecem a ação do sistema imune do hospedeiro e dos antibióticos existentes, 

mantendo a eficácia dos antimicrobianos [40]. 

Nesse estudo, não foi possível identificar qual composto presente no EEBMT poderia 

ter atuado sobre o biofilme em formação. Dessa forma, são necessários estudos mais 

detalhados sobre as substâncias fitoquímicas do extrato, visando identificar o possível 

mecanismo de ação envolvido na formação dessa estrutura de resistência bacteriana. 

Parte da atividade antibiofilme observada também pode estar relacionada com a 

possível concentração de flavonoides no extrato cuja presença foi observada a partir da 

triagem fitoquímica (dados não mostrados). Muitos são os compostos presentes no grupo dos 

compostos fenólicos que possuem atividade antimicrobiana e inibidora de biofilme. Em 

estudo realizado por [31], relataram-se os primeiros resultados ao se utilizar a rutina frente a 



78 
 

formação de biofilme em Staphylococcus aureus e E. coli, e esse produto se mostrou eficaz 

nessa função. 

Outra pesquisa realizada por [41] avaliou a ação da luteolina na formação de biofilme 

por Escherichia coli uropatogênica (UEPC) e concluíram que a UPEC pré-tratada com a 

substância mostrou uma menor capacidade de formação de biofilme. Além disso, os 

resultados indicaram que a luteolina diminuiu a ligação e invasão da UPEC em células 

epiteliais da bexiga, atenuou a citotoxicidade induzida pela mesma e a formação de biofilme 

através da regulação negativa da expressão do gene da adesina, reduzindo a hidrofobicidade e 

a motilidade da superfície bacteriana. Vale destacar que os resultados desse estudo mostraram 

que o EEBMT foi eficaz na redução do biofilme em formação, sugerindo que essa atividade 

pode ocorrer em função da presença da luteolina no extrato, necessitando de mais estudos a 

respeito da função dessa substância na formação de biofilmes bacterianos. 

 Esses resultados só confirmam a importância da atividade dos flavonoides frente a 

patógenos presentes em alimentos. Além disso, o perfil de resistência observado pode estar 

relacionado às substâncias exopoliméricas do biofilme que formam uma barreira para a 

entrada de antibióticos, impedindo a ação dos mesmos [42]. Portanto, o extrato de M. 

tenuiflora pode ter importantes aplicações para implementação de estratégias como agentes de 

suporte aos antimicrobianos e ação antibiofilme em formação, sendo alternativas promissoras 

para combater microrganismos patogênicos, como Staphylococcus aureus. 

 

Presença de bomba de efluxo 

Com relação à presença de bomba de efluxo, nenhum isolado apresentou capacidade 

de produção desse mecanismo pelo teste fenotípico com brometo de etídio. O aumento da 

atividade de sistemas de efluxo é relatado como estratégia importante para a regulação dos 
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níveis intracelulares de compostos residuais do metabolismo celular no ambiente limitado da 

matriz do biofilme [43]. 

Várias famílias de bomba de efluxo podem estar presentes nas bactérias. Dentre as 

elas, as MFS predominam entre bactérias Gram-positivas incluindo o S. aureus. Bombas da 

família MFS em S. aureus incluem as bombas de efluxo multidroga resistentes (MDR): LmrS, 

NorA, NorB, NorC, MdeA, SdrM, e QacA/B e os transportadores específicos da tetraciclina 

Tet38, e TetK [44, 45]. Isso comprova que diversas bombas de efluxo podem atuar em uma 

única bactéria, porém com funções diferentes. 

Para esse estudo, não formam realizados testes para identificar todas as famílias, sendo 

utilizado apenas o teste fenotípico com brometo de etídio. As bombas são proteínas que 

podem ser específicas de um substrato ou transportar vários compostos estruturalmente não 

relacionados. Caso exista alguma dessas proteínas nas bactérias desse estudo, talvez ela esteja 

associada com baixos níveis de resistência ao brometo de etídio e, portanto, não foi capaz de 

expulsá-lo quando em contato com as bactérias no teste fenotípico. Além disso, o extrato 

etanólico não foi capaz de agir sobre o biofilme já consolidado, o que pode sugerir que um 

grupo específico de bomba de efluxo possa estar interferindo nessa atuação através da 

resistência a alguma substância presente no extrato, não permitindo a desestruturação do 

biofilme quando em contato com o EEB. 

O papel exato das bombas de efluxo nas diferentes etapas da formação do biofilme não 

é claro e ainda precisa ser investigado. Por exemplo, não está claro se as bombas de efluxo 

são necessárias para a fixação inicial das células, a maturação do biofilme ou a manutenção 

dele. É provável que isso varie consideravelmente entre espécies diferentes e cepas 

individuais de bactérias e com diferentes substratos [17]. 

Uma vez que sistemas de bomba de efluxo parecem excercer um papel crucial no 

desenvolvimento da fomação de biofilmes bacterianos, é importante esclarecer o papel desses 
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sistemas em isolados bacterianos já que estes, como é o caso do S. aureus, são considerados 

importantes patógenos na saúde animal.  

 

Conclusões 

Todos os Staphylococcus aureus utilizados nesse estudo foram capazes de formar 

biofilme em diferentes níveis, seja de forma fraca, moderada ou forte. 

O extrato etanólico bruto da casca de Mimosa tenuiflora apresentou ação contra o 

biofilme em formação, porém não foi eficaz contra o biofilme já consolidado, necessitando de 

mais estudos que visem esclarecer, de forma mais detalhada, o seu mecanismo de ação 

antibiofilme. 

Nenhum isolado apresentou bomba de efluxo quando em contato com brometo de 

etídio. Faz-se necessário aprofundar os estudos de bomba de efluxo relacionados aos S. 

aureus dessa pesquisa, a fim de confirmar se existem tais proteínas e qual a sua verdadeira 

função nos isolados bacterianos. 

 

 

Abreviações 

 

µL: Microlitro 

µM: Micromolar 

CBM: Concentração bactericida mínima  

CTAB: Brometo de Cetiltrimetilamônio 

DNA: Ácido desoxirribonucleico 

DO: Densidade ótica 

g: grama 



81 
 

mL: Mililitro 

mM: Milimolar 

nm: Nanometro 

TSB: Trypitc Soy Broth 

UFC: Unidade formadora de colônia  
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Conclusão Geral 
 

Todos os isolados de Staphylococcus aureus desse estudo foram capazes de produzir 

biofilme, sendo todos sensíveis ao extrato etanólico bruto de Mimosa tenuiflora e à oxacilina. 

Substâncias capazes de interferir na formação do biofilme são fundamentais para reduzir a 

resistência bacteriana visando tratamentos mais eficazes e o EEBMT conseguiu interagir com 

o biofilme durante sua formação, sendo que essa característica pode ser atribuída aos seus 

compostos químicos. Além disso, a associação de produtos naturais com antibióticos torna-se 

muito relevante, uma vez que minimiza a pressão seletiva de bactérias resistentes 

potencializando o efeito do antimicrobiano sintético.  

Mais estudos são necessários para entender os mecanismos de resistência bacterianos, 

como a bomba de efluxo, visando esclarecer sua verdadeira função diante de condições 

desfavoráveis ao seu desenvolvimento durante uma infecção. 
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