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Resumo:

Com a valorizacdo de produtos naturais na substituicdo de componentes
sintéticos, houve um crescimento de pesquisas com foco na atividade
antibacteriana de 6leos essenciais e de seus componentes. Estas
substancias, como carvacrol e timol, tem demonstrado ser uma alternativa
na conservacado de alimentos devido sua atividade antimicrobiana. Neste
contexto, estudos recentes mostram que a associagdo desses componentes
pode ser ainda mais eficaz no combate a patdgenos transmitidos por
alimentos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
sinérgica entre carvacrol e timol sobre Salmonella Typhimurium ATCC 14028
e Staphylococcus aureus ATCC 25923. Foi determinada a Concentragcéo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM) utilizando
0 método de micro diluicdo em caldo, acdo sinérgica entre carvacrol e timol
pelo método chequerboard e também foram realizados os ensaios de curva
do tempo de morte. Tanto o timol como o carvacrol possuem atividade
antimicrobiana e potencial sinérgico nas concentracdes testadas sobre
SalmonellaTyphimurium, porém sobre Staphylococcus aureus somente o
carvacrol apresentou atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos
mostram que, carvacrol e timol podem ser uma alternativa natural para
controle de patdgenos de origem alimentar.

Introducao

A valorizagdo de produtos naturais para a substituicdo de
componentes sintéticos vem crescendo substancialmente. Neste contexto,
diversos 0Oleos essenciais e seus componentes tem sido investigados quanto
ao seu potencial antibacteriano e o0 uso destas substancias como uma
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alternativa na conservagao de alimentos tem sido demonstrado(SOUSA et
al., 2012). Carvacrol, componente majoritario dos 0leos essenciais de
orégano e tomilho, e timol, componente majoritario do Oleo essencial de
tomilho apresentam atividade antibacteriana sobre Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium, S. aureus e Listeria monocytogenes.
(HYLDGAARD et al., 2012).

Salmonella Typhimurium é o principal agente de doencas transmitidas por
alimentos em todo mundo. No Brasil, entre 2000 e 2013, foi a maior causa
de doencas de origem alimentar. S. aureus € responsavel por surtos
relacionados ao consumo de alimentos frescos e processados em todo o
mundo. No Brasil, foi 0 segundo agente mais associado a surtos de doencas
transmitidas por alimentos no periodo de 2000 a 2013.

Assim, a investigacdo do efeito sinérgico entre carvacrol e timol faz-se uma
alternativa interessante. Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade
sinérgica entre carvacrol e timol sobre Salmonella Typhimurium ATCC 14028
e Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Materiais e métodos

Isolados bacterianos: Foram testados os isolados Salmonella enterica
sorotipo Typhimurium ATCC 14028 e Staphylococcus. Aureus ATCC 25923.

Determinacédo da CIM e CBM de carvacrol e timol sobr e Salmonella
Typhimurium e Staphylococcus aureus: A CIM do carvacrol e do timol
foram determinadas utilizando método de micro diluicdo em caldo segundo o
documento M100-S22/2012 do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2012). Para determinacdo da CBM foram retirados 10uL dos pocos
sem crescimento microbiano e semeados em Agar Hektoen para S.
Typhimurium e Agar Baird Parker para S. aureus.

Avaliacdo do potencial sinérgico entre carvacrol e timol sobre
Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus: O ensaio de
sinergismo foi realizado pelo método de micro diluicio em caldo e
determinado pelo céalculo da Concentragdo Inibitoria Fracionada (CIF). Para
Isso, carvacrol e timol foram combinados num esquema de chequerboard.

Ensaio da curva do tempo de morte: No ensaio de curva do tempo de
morte as bactérias foram tratadas com carvacrol e timol em diferentes
concentragdes. Nos intervalos de tempo predeterminados as bactérias foram
semeadas em Agar Mueller-Hinton e as placas foram incubadas a 35°C por
12 a 24h.
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Resultados e Discussao

A CIM e CBM do timol e carvacrol para S. Typhimurium e S. aureus,
bem como o resultado do ensaio de chequerboard estdao apresentados na
tabela 1. Os resultados deste estudo apdiam aos de outros autores que
investigaram sobre a eficacia de timol e carvacrol em S. Typhimurium e
S.aureus. Zheng et al. (2013) observaram CIM médias de 167 pug/mL para
carvacrol contra bactérias deteriorantes, indicando um forte efeito
antimicrobiano em comparacao com o timol que obteve CIM média de 648
pHg/mL. No ensaio de chequerboard observamos que em combinacao, timol e
carvacrol atuaram de forma sinérgica para inibir o crescimento de S.
Typhimurium, apresentando CIF 0,141.

O ensaio de curva do tempo de morte foi realizado com carvacrol e timol
para S. Typhimurium ATCC 14028 e somente com carvacrol para S. aureus
ATCC 25923. A determinacéo da curva tempo de morte de S. aureus tratado
com 0.75 x CIM de carvacrol (234 pg/mL) mostrou que esta concentracao
sub-inibitdria, ndo foi capaz de diminuir a contagem bacteriana. No inéculo
bacteriano tratado com a CIM (312 pg/mL) verificou- se que houve
diminuicdo da contagem bacteriana a partir de 3h e com 2 x CIM (624
ug/mL) ndo foram recuperadas células viaveis a partir de 6h.

O resultado do ensaio de curva de morte para S. Typhimurium tratada com
0.75 x CIM (117 pg/mL) de carvacrol, mostrou que esta concentragcao sub-
inibitéria, ndo foi capaz de diminuir a contagem bacteriana. No tratamento
com a CIM (156 pg/mL) ndo foram recuperadas células viaveis apos 6 horas.
As contagens de S. Typhimurium foram reduzidas aproximadamente 2 log
UFC/mL, com 0.75 x CIM (234 pg/mL) de timol, comparado com o controle e
na CIM (312 pg/mL) ndo foram recuperadas células viaveis a partir de 6h.

Tabela 1: Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida
Minima (CBM), Indice da Concentracao Inibitéria Fracional (CIF) de Timol e
Carvacrol com S. Typhimurium e S. aureus.

Microraanismo CIM/CBM (ug/ml) Chequerboard

9 Timol Carvacrol CIF INTERPRETACAO
S.Typhimurium 312 625 156 | 156 0.141 Sinérgico
S- aureus >5000 | >5000 | 312 | 312 . .

*, ndo realizado
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Conclusodes

Os resultados obtidos neste trabalho indicam atividade antibacteriana dos
compostos timol e carvacrol sozinhos e em combinacdo contra S.
Typhimurium, e também atividade antibacteriana de carvacrol para S.
aureus.
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