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RESUMO

Os bubalinos apresentam doengas semelhantes as de bovinos, como a mastite, causando
grandes prejuizos pecuaristas, no que se refere a terapéutica. O uso indevido de antibiéticos
aumenta a resisténcia, o que torna cada vez mais dificil o tratamento da mastite, devido a
necessidade de descobrir novos compostos que sejam eficazes. Este trabalho visa avaliar
alternativa de tratamento da mastite com plantas do Semi-arido paraibano Jurema preta [ Mimosa
tenuiflora (Wild) Poiret] e Neem (Azadiractaindica). As folhas de Neem foram coletadas em arvores
de fazendas do Municipio de Patos, PB, e casca de Jurema preta foi da fazenda da Universidade
Federal de Campina Grande, UFCG, Campus de Patos, em seguida, preparado o extrato
etandlico. As amostras de Staphylococcus sp. foram coletadas de leite de bufalas com mastite
subclinica e semeadas em placas de Petri contendo agar-base acrescido de 8% de sangue
desfibrinado de ovino. As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37° C e a leitura
foi realizada com 24 e 48h. Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado final foi
determinado pela média aritmética dos halos de inibi¢do. O extrato etandlico de Jurema preta
foi eficaz quando comparado ao de Neem, sobre Staphylococcus coagulase negativa isolados de
casos de mastite subclinica em bufalas.
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ABSTRACT

PROFILE OF THE IN-VITRO ANTIMICROBIAL EFFECTIVENESS OF EXTRACTS OF JUREMA
PRETA AND NEEM AGAINST STAPHYLOCOCCUS SP. ISOLATED FROM MASTITE IN
BUFFALOES. Buffaloes ranching presents illnesses similar to those of cattle, such as mastitis,
causing losses for the producers, in regard to therapeutics. The improper antibiotic use of
antibiotics increases the bacteria’s resistance, making it increasingly more difficult to treat
mastitis, owing to the need to discover new effective compounds. The present study was aimed
to evaluate the alternative control of mastitis with plants of the semi-arid region of Paraiba State,
Brazil: jurema preta [Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret] and neem (Azadiracta indica). The leaves of
neem were collected on farms in the county of Patos, and the bark of jurema preta was collected
from the farm of the Federal University of Campina Grande UFCG, Campus of Patos, with
subsequent preparation of the ethanolic extract. The samples of Staphylococcus sp. were collected
from milk of buffaloes with subclinical mastitis and sown in Petri plates containing agar-base
complemented by 8% of defibrinated sheep blood. The plates wereincubatedin a bacteriological
chamber at 37° C, and the reading was carried out at 24 and 48 hs. The assays were carried out in
duplicate, and the final result was determined by the arithmetic mean of halo inhibition. The
ethanolic extract of jurema preta was efficient when compared with that of neem, on coagulase-
negative Staphylococcus isolated from cases of subclinical mastitis in buffaloes.
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INTRODUCAO

Os bubalinos apresentam problemas sanitarios
semelhantes aos bovinos e, dentre os fatores que
interferem no desenvolvimento pleno da atividade
pecuaria, a mastite ocupa lugar de destaque causan-
do prejuizos relacionados a redugdo na capacidade
produtora dosrebanhosinfectados (SiLva, 1999). Con-
tudo CarvaLHo et al. (2007) relataram que o padrdo de
contagem de células sométicas (CCS) para bubalinos
é diferente do normalmente encontrado em bovinos.
Os baixos valores de CCS ndo indicaram necessaria-
mente a auséncia de infecg¢do intramamaria. Os
parametros de CCS utilizados para bovinos podem
nao ser adequados para monitoramento de mastite
em rebanhos de bubalinos.

A mastiteéum processo de carater principalmente
infeccioso, onde esta envolvida uma série de micro-
organismos, comumente de origem bacteriana, e pos-
sivelmente os fungos e leveduras, as algas e mais
raramente, os virus (Lanconi, 2007). O conhecimento
sobre esses micro-organismos e suas interagdes com
a glandula mamaria em um determinado ambiente e
sistema produtivo sdo os requerimentos mais impor-
tantes no estabelecimento de um sistema de controle
efetivo (Morta, 2008).

A higiene é um cuidado imprescindivel na explo-
ragdo leiteira de bufalos, pois estes animais tém pre-
dilecdo por terrenos alagadigos. Por falta de informa-
¢Oes sobre a espécie Bubalina, utilizam-se para o con-
trole da mastite as mesmas técnicas de criagédo e
manejo indicadas para os bovinos, além disso, o uso
indiscriminado de produtos quimicos agridem o meio
ambiente e deixam residuos no leite e carne dos ani-
mais, além de favorecer o rapido desenvolvimento de
resisténcia que é traduzida em aumentos de casos
clinicos e perdas produtivas (NAscIMENTO; CARVALHO,
1993).

O uso de extratos vegetais e fitoquimicos com fins
medicinais é uma das mais antigas formas de pratica
medicinal dahumanidade. Devido a atividade meta-
bélica secundaria aumenta a busca pelos vegetais
superiores que sdo capazes de produzir substancias
antibidticas, utilizadas como mecanismo de defesa
contra predagao por micro-organismos, insetos e her-
bivoros (GortLies, 1981). As propriedades terapéuti-
cas dos principios e medicamentos fitoterapicos co-
mecam a ganhar cada vez mais espago no tratamento
veterindrio, profissionais adeptos dafitoterapiareve-
lam alta freqiiéncia de sucessos em tratamento de
parasitoses e enfermidades infecciosas, inclusive em
tratamentos de mastites (Costa, 1998).

Ouso de extratos vegetais de conhecida atividade
antimicrobiana podem adquirir significado nos tra-
tamentos terapéuticos. Varias espécies vegetais tém
sido usadas, por tais caracteristicas, através de com-

postos sintetizados pelo metabolismo secundario de
plantas (Locuercioet al., 2005). Estudos relatam que a
atividade antimicrobiana est4 relacionada a presen-
ca de alcaloides, fenéis, polifendis, saponinas,
triterpenos e esteroides encontrados no extrato vege-
tal e fracoes (KUETE et al., 2006).

O Neem (Azadiractaindica), originario do Sudeste
da Asia, regido de clima tropical, pertence a familia
Meliaceae, sendo cultivado em todos os paises da
Africa, na Australia e América Latina. Foi introduzi-
dono Brasil em 1993, possui diversas aplicagdes, em
especial como antisséptico, curativoe vermifugo. Entre
a sua ampla utilizagdo, possui particularidade de
atuar comoacaricida, fungicida e nematicida ( Benorr-
VicaL et al., 2003). Além dessas propriedades, o 6leo
extraido do fruto do Neem apresenta atividade
antibacteriana, incluindo Staphylococcus aureus (MaN-
ceBo et al., 2002). Estudiosos preferem dar a essas
substancias inibidoras, de origem vegetal, a denomi-
nacgao de fintocidas ou de substancias semelhantes a
antibiéticos “ Antibiotic Like-Substances” (GEIssMAN,
1963).

A Jurema preta [Mimosa tenuiflora (Wild) Poiret] é
uma leguminosa da subfamiliaMimosoidae, éarvoreta,
com cerca de 5-7 m de altura, com casca de cor casta-
nha muito escura, as vezes acinzentada, grosseira,
rugosa, fendida longitudinalmente e tem entrecasca
vermelho-escura. E utilizadana medicina caseira, em
tratamentos de queimaduras, acne e problemas de
pele (Mala, 2004). Em estudos etnofarmacolégicos foi
possivel observar que a Jurema apresenta proprieda-
des antimicrobianas e que, ao mesmo tempo, pode
preencher critérios de preservacao ambiental e mane-
jo autossustentavel semelhante a outras plantas na-
tivas tais como: Anacardium occidentale (cajueiro),
Pterodon emarginatus (sucupira), Copaiferalangsdorffii
(copaiba); e Anadenanthera colubrina (angico)
(RoDRIGUES, 1996).

Aabundéancia de taninoseflavonéis detectadano
extrato da casca da M. tenuiflora é a provavel respon-
savel pela atividade antimicrobiana verificada em
Staphylococcus epidermitis, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Micrococcus luteus e Acinetobacter
calcoaceticus, além de fungos como Microsporum
gypseum, M. canis, Thrichophyton mentagrophytes, T.
rubus e Chaetomium indicum (Lozova et al., 1989). Os
principais grupos de compostos com propriedades
antimicrobianas, extraidos de plantas incluem:
terpenoidese 6leosessenciais (TorsseL, 1989); flavonas,
flavondis e flavonoides FEesseNDEN, 1982), tanino
(ScaLBerT, 1991) e cumarinas (O’KeNNEDY; THORNES,
1997).

De acordo com CHANDER; Baxi (1975), as bactérias
dos géneros Staphylococcus e Streptococcus sdo as prin-
cipais causas infecciosas de mastite bubalina. A
bubalinocultura vem enfrentado alguns problemas
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com a mastite e antes que o uso indiscriminado dos
produtos quimicos crie resisténcia as bactérias, deve-
se buscar novas alternativas de tratamento. Este tra-
balho objetiva avaliar a atividade antimicrobiana de
extrato etandlico de Jurema preta (M. tenuiflora) nativa
de nossa regido e Neem (A. indica) ex6tica em nosso
pais, sobre Staphylococcus coagulase negativa isola-
dos de casos de mastite subclinica de bifalas.

MATERIAL E METODOS
Local de execu¢ao da pesquisa

O presente trabalho foi desenvolvido nos labora-
torios de Ciéncias Quimicas e Biolégicas da Univer-
sidade Federal de Campina Grande - UFCG do Centro
deSatde e Tecnologia Rural - CSTR, e Laboratério de
doencasinfecto contagiosas da Universidade Federal
Rural de Pernambuco - UFRPE, Recife.

Coleta de folhas de Neem e de Jurema preta

Asfolhas de Neem foram adquiridas em fazendas
comerciais do Municipio de Sdo José de Espinharas,
PB. Ap6s a coleta foram postas para secagem em
estufa de ventilagdo forcada a+ 60° C por um periodo
de 24h e em seguida maceradas e acondicionadas em
reservatérios de vidro até seu uso.

A cascadaJurema pretafoiadquiridano Centrode
Satide e Tecnologia Rural - CSTR, Campus de Patos -
UFCG, PB. Foi colocada para secagem ao ar por 48h,
em seguida secada na estufa de ventilagdo forcada a
60°Cpor24h.Logoapdsomaterial foi pesadoemoido.

A exsicata e a identificagdo botanica foram reali-
zadas pelo herbario Dardano de Andrade Lima na
Universidade Regional do Cariri-URCA, Crato, CE,
pela botanica curadora do herbario a professora Dr*
Maria Arlene Pessoa da Silva. A exsicata da Jurema
Preta foi depositada no herbario sob o ntimero 3275 e
a do Neem sobre ntimero 3276.

Obtencao dos extratos etandlicos

Foram utilizados 100 g de folha de Neem paralL
de etanol e 500 g de casca do caule de Jurema preta
paralL de etanol. A preparacdo das plantas para a
obtencdo do extrato foi realizada a partir do peso
inicial da matéria seca e logo em seguida adicionado
alcool etilico para andlise (P.A.), deixando a mistura
sob extracdo por 72h, a determinagao e concentragao
foirealizada segundo a metodologia deMatos(1997).
O extrato foi diluido com dgua destilada em: 1:1; 1:2;
1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128; 1:256 e 1:512, para a
determinagdo da atividade antimicrobiana das plan-
tas testadas.

Aquisi¢do das amostras dos animais infectados

SecrecoOes lacteas foram coletadas de 140 bufalas
leiteiras, perfazendo um total de 554 amostras, no
periodo de janeiro a fevereiro de 2007. A coleta das
amostrasfoirealizadaapoéslavagemdatetacomagua
e sabdo, secagem com papel toalha e desinfeccdo do
ostio do teto, utilizando-se alcool etilico a 70° GL.
Coletou-seaproximadamente 5mL deleite por quarto
mamadrio, de maneira asséptica, com tubo inclinado
na posicao horizontal BoucHor et al., 1985). Estas
amostras foram armazenadas em tubos rosqueados
estéreis, identificados e enviados sob refrigeracao em
caixas de material isotérmico, para a realizagdo do
exame microbiolégico no Laboratério de Doengas
Infecto-contagiosas da Universidade Federal de
Pernambuco.

Exame microbiolégico do leite

Asamostras foram previamente homogeneizadas
e, posteriormente, aliquotas de 0,1 mL foramsemeadas
em placas de Petri contendo dgar-base acrescido de
5% de sangue de ovino desfibrinado. As placas foram
incubadas em estufa bacteriolégica a 37° C e a leitura
foirealizada 24 e 48 horas ap6s. Para a identificacao
da bactéria, foram observadas as caracteristicas
macromorfolégicas das colonias e microscépicas a
técnica do Gram segundo QUINN et al. (1994). Apods
identificacdo, os isolados foram repicados para o
caldo cérebro coragdo (BHI) e incubados em estufa
bacteriolégica a 37° C, até a turvagdo do meio.

Identificacao das cepas de Staphylococcus sp.

Para a identificacdo de S. aureus todas as cepas de
estafilococos foram submetidas aos testes de produ-
¢do de coagulase livre (Plasma Coagulase EDTA,
Coagu-Plasma LB - Laborclin, Brasil), DNAse (Agar
DNAse - DFICO) e catalase ©GiLva et al., 1997). As
provas de producdo de acetoina, fermentagdo da
glicose (aerobiose) e do manitol (aerobiose e
anaerobiose) foram realizadas segundo Mac FappiN
(1980) e os isolados classificados de acordo com
BAIRD-PARKER (1990).

Estudo da atividade antimicrobiana in vitro de
Neem e Jurema preta

Aslinhagens foram cultivadas em caldo nutritivo
(BHI- Brain Heart Infusion - DIFCO); incubadas a 37°
C por 18-24h.

A concentragdo inibitéria minima (CIM) dos extra-
tos etandlicos de A. indica e M. tenuiflora sobre as
linhagens bacterianas foi determinada pela ativida-
deantimicrobiana, combaseno didmetro doshalosde
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inibicdo, sendo estes superiores a 12 mm. As placas
foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37° C por
um periodo de 24h (SiLva, 2003). Foram utilizados
pocos de aproximadamente 6 mm de didmetro, os
quais receberam 50 pL da solucdo do extrato diluido
em agua destilada, de acordo com as dilui¢des pré-
estabelecidas.

Os ensaios foram realizados em duplicata, acom-
panhados de controle positivo com o antibiético
ampicilina e controle negativo com metanol. A sensi-
bilidade da amostra foi considerada para medidas
superioresal2mm (SiLva, 2003).Osresultadosforam
submetidos & andlise estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato do Neem mostrou-se eficaz na concen-
tracdo de 1:1, resultado que se assemelha com os
estudos de MaNcEsoetal. (2002), quando demonstram
a atividade biolégica do Neem no controle de larvas
de Cedrela odorata (Fig. 1). O extrato da Jurema preta
apresentou atividade biolégica efetiva onde, nas di-
lui¢bes 1:1; 1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32; 1:64 ¢ 1:128 com a
média do halo de inibicado foi de 25 mm (Fig. 2). Os
achados encontrados no presente trabalho corrobo-
ram com os de ALVES etal. (2000) ao avaliarem o extrato
da M. tenuiflora sobre S. aureus e da E. coli. MECKEs-
Lozovaet al. (1990) ressaltaram que o tanino, compos-
toquimicoabundantenaJurema, é o provavelrespon-
sével por essa atividade antimicrobiana.

Nas amostras testadas com o extrato de Jurema
registrou-se 100% de eficdcia antimicrobiana, pois
apresentaram halos de inibi¢ao superiora12mmnas
concentragdes de 1:1a1:3 (Fig. 3). Vankaet al. (2001)
verificaram o efeito do extrato de Neem sobre os niveis
salivares de Streptococcusmutans e Lactobacillus porum
periodo maior do que dois meses. Os resultados obti-
dos neste estudo com o extrato de neem corroboram
comosrealizados porRavacnani (2006), constatando

Fig.1- Atividade antimicrobiana do extrato de Azadiracta
indica sobre Staphylococcus aureus, periodo de 48 horas de
incubacio.

que o extrato testado ndo apresentou atividade
antimicrobiana sobre cepas de S. mutansnas concen-
tragdes 3.200 ug/mL, 1.600 pg/mL, 800 pg/mL, 400
pg/mL, 200 pg/mL e 100 pg/mL ndo sendo possivel
verificar a CIM.

Fig. 2 - Atividade antimicrobiana do extrato de Mimosa
tenuiflora sobre Staphylococcus aureus, periodo de 48 horas
de incubagéo.
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Fig. 3 -Percentual de inibi¢ao do extrato bruto de Mimosa
tenuiflora (wild) Poiret sobre amostras representativasde
Staphylococcus aureus coagulase negativa (in vitro).

Estudos relatam a alta atividade antimicrobiana
obtida com o extrato de M. tenuiflora sobre cepas de
Streptococcus sp. e Staphylococcus sp. (HEINRICH ef al.,
1992). A diluigdo é inversamente proporcional a efi-
cacia do extrato, ou seja, a medida que a diluicao
aumentava observava-se uma reducéo na atividade
biolégica: 1:64 (90%); 1:128 (80%); 1:256 (65%); 1:512
(45%). Segundo BEzerra (2008), o extrato etandlico do
cerne de Jurema preta apresentou melhor atividade
bacteriostética contra os micro-organismos testados
nas concentragdes de 10% a 1,25% com maior efeito
sobre E. coli, no entanto, a P. aeruginosa, S. aureus e A.
caviae apresentaram sensibilidade ao extrato apenas
nas concentragdes 10% e 5%. De Souza et al. (2002)
observaram efeito antimicrobiano em extratos dessa
planta frente a bactérias Gram positivase Gramnega-
tivas, inibindo também S. aureus. MEckes-Lozovya et al.
(1990) avaliaram o potencial antimicrobiano do pé da
casca de Jurema preta a partir de extratos acetato de
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etila, n-butanélico e metandlico sobre os micro-
organismos S. aureus e E. coli.e ambos foram sensiveis
aos extratos, com destaque para o extrato acetato de
etila, que apresentou os maiores halos de inibigéo.
GoncaLvesetal. (2005) avaliaramaatividade do extra-
to hidroalcodlico de jurema preta sobre S. aureus e P.
aeruginosa onde obtiveram resultados que confirmam
a sensibilidade destes micro-organismos ao extrato
da planta.

CONCLUSAO

O estudo da atividade antimicrobiana de extrato
etanolico de Jurema preta (M. tenuiflora (Wild) Poiret)
demonstrou maior eficicia comparado ao de Neem
(A. indica), sobre Staphylococcus coagulase negativa
isolados de casos de mastite subclinica em bufalas.
Sdo necessarios mais estudos empregando extratos
naturais sobre micro-organismos isolados de animais
portadores de mastite, visto que pode representar
uma forma alternativa na sua terapéutica. O baixo
custo para obteng¢do do extrato alcodlico das plantas
utilizadas serve de estimulo paraaadocao da pratica
fitoterapica.
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