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RESUMO  
 
As micobactérias não tuberculosas causam infecções, chamadas micobacterioses, 
com incidência crescente, desde infecções pulmonares e extrapulmonares como em 
pele e tecidos moles, essas micobacterioses exigem tratamento longo e difícil. Neste 
sentido, é necessário buscar alternativas terapêuticas para o tratamento dessa 
doença. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade isolada do 
timol (TIM) e combinada com ciprofloxacino (CIP), etambutol (EMB) e linezolida 
(LNZ) em linhagens de coleção de micobactérias não tuberculosas. Foi determinado 
a concentração inibitória mínima (CIM) para o TIM, CIP, EMB E LNZ, por meio do 
método resazurin broth microdilution assay, em triplicata, com repiques 
independentes e a ação combinada foi determinada pelo método resazurin drugs 
combination microtiter assay. As concentrações inibitórias mínimas variaram de 256 
a 128 mg/L para TIM, 0,25 a 0,125 para CIP, 256 a 16 para o EMB e da LNZ variou 
entre 32 e 2 μg/L. Conclui-se que o timol apresenta sinergismo com LNZ e CIP em 
todas as linhagens testadas, configurando-se como um candidato promissor, cujo 
potencial terapêutico frente às micobactérias ainda requer investigação aprofundada. 
 
INTRODUÇÃO 
 
As micobactérias não tuberculosas (MNTs) abrangem um amplo grupo de espécies 
pertencentes ao gênero Mycobacterium, e são um importante grupo de bactérias 
potencialmente patogênicas, com carácter oportunista, responsáveis por diversas 
infecções, como doenças pulmonares, infecções de pele e tecidos moles, além de 
serem associados a linfadenites e infecções cirúrgicas ou associadas a cateteres 
(Gonzalez-Santiago e Drage, 2015). 
Este grupo de micobactérias, pode ser dividido como bactérias de crescimento 
rápido e crescimento lento. Dentre as espécies de crescimento rápido, podemos 
citar Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium chelonae e o complexo 
Mycobacterium abscessus, enquanto entre as de crescimento lento, as principais 
são Mycobacterium avium e Mycobacterium intracellulare (Gonzalez-Santiago e 
Drage, 2015). 



 
 

 
 

O timol (TIM) é uma substância encontrada em plantas da família Lamiaceae, e o 
mecanismo de ação antibacteriano de TIM inclui a lise da parede celular e da 
membrana bacteriana, pois devido a sua característica hidrofóbica, TIM é capaz de 
interagir com a membrana das bactérias causando desequilíbrios, que 
desencadeiam o vazamento do conteúdo intracelular seguido da morte celular 
(Marchese et al., 2016). Diante destes efeitos, TIM pode atuar sinergicamente com 
antibióticos para controlar a resistência aos antibióticos, principalmente pelo seu 
efeito de inibir as bombas de efluxo (Marchese et al., 2016). Além da capacidade de 
prevenir a formação de biofilmes, esta substância mostrou-se relevante dada a 
crescente resistência aos antibióticos convencionais, destacando a importância da 
busca por novas substâncias terapêuticas, e, portanto, a combinação dessa 
substância com antimicrobianos pode oferecer alternativas para superar a 
resistência bacteriana (Kowalczyk et al., 2020). 
Considerando o aumento de infecções por este grupo de bactérias, as dificuldades 
de tratamento e o grande potencial de causar infecções disseminadas, o objetivo 
deste estudo foi avaliar a atividade de TIM isoladamente e sua combinação in vitro 
com antimicrobianos de uso padrão em micobactérias não tuberculosas. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS  
 
Foi determinada a concentração inibitória mínima (CIM) para o timol (TIM) e dos 
fármacos usualmente utilizados no tratamento, sendo eles ciprofloxacino (CIP), 
etambutol (EMB) e linezolida (LNZ) em três linhagens de coleção de Mycobacterium 
fortuitum e uma de Mycobacterium intracelullare, por meio do método resazurin broth 
microdilution assay (CLSI, 2018), em triplicatas biológicas. Inicialmente as 
micobactérias não tuberculosas foram cultivadas em Müeller-Hinton Broth cátion 
ajustado e incubado por 3 dias a 30ºC. A partir desse cultivo foram preparadas 
suspensões bacterianas padronizadas em espectrofotômetro de acordo com o tubo 
0,5 da escala de McFarland e diluídas 1:200 em MHB. Após diluição seriada dos 
fármacos, foi adicionado 100 μL do inóculo bacteriano padronizado em cada poço, 
posteriormente, as placas foram incubadas por 3 dias a 30°C. Depois dos 3 dias, 
foram adicionados 30 μL de solução de resazurina 0,01% e, após 24 horas, foi 
realizada a leitura da placa, em que a CIM corresponde a menor concentração de 
fármaco capaz de inibir o crescimento bacteriano.  
Para a avaliação da atividade combinatória de TIM com CIP, EMB e LNZ foi utilizado 
o método resazurin drugs combination microtiter assay (Caleffi-Ferracioli et al., 
2013), portanto foi realizado a diluição dos antimicobacterianos (fármaco A), nas 
mesmas concentrações usadas para CIM, a partir da coluna 11 até a coluna 3 e o 
TIM foi diluído a partir da linha A até a linha G. Os poços da coluna 2 e linha H 
receberam diluições seriadas com os fármacos e TIM de forma isolada. Em seguida 
o inóculo bacteriano foi padronizado e adicionado 100 µL em cada poço da 
microplaca. Para interpretar o efeito do TIM com os antimicrobianos, foi utilizado o 
índice de concentração inibitória fracionária (FICI): FICI = (CIM A +B/CIM A) + (CIM 
B + A/CIM B), sendo que os valores de FICI ≤0,5 indicam sinergismo entre os 
fármacos, FICI >0,5-4 indicam indiferença e FICI >4 antagonismo. Além disso, foi 
determinado o fator modulador (FM), sendo FM = (CIM A/CIM A + B) e valores ≥ 4 



 
 

 
 

serão considerados significativos (Caleffi-Ferracioli et al., 2013). Controles de 
esterilidade e crescimento bacteriano foram incorporados aos experimentos. Todos 
os experimentos foram realizados em triplicata. 
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
As CIM variaram de 256 a 128 mg/L para TIM; 0,25 a 0,125 para CIP, 256 a 16 para 
o EMB e da LNZ variou entre 32 e 2 μg/mL nos diferentes microrganismos testados. 
Estes resultados podem ser visualizados na tabela 1. Na avaliação da ação 
combinatória, a partir do checkerboard, a ação combinada de TIM e os 
antimicrobianos, podemos observar que a combinação com TIM foi sinérgica com os 
antimicrobianos LNZ e CIP em todas as linhagens de coleção analisadas, 
modulando a ação dela entre 8 a 32 vezes (Tabela 2). 

Tabela 1. Concentração inibitória mínima (CIM) de timol, ciprofloxacino, 
etambutol e linezolida em micobactérias não tuberculosas 

Isolados bacterianos Concentração Inibitória Mínima 
(µg/mL) 

 TIM CIP EMB LNZ 
M. fortuitum 1 128 0,25 16 32 
M. fortuitum 2 128 0,125 16 32 
M. intracellulare 6 256 0,25 256 2 
M. fortuitum ODS 128 0,25 16 16 

  M: Mycobacterium; TIM: timol; CIP: ciprofloxacino; EMB: etambutol; LNZ: linezolida. 

Tabela 2. Avaliação da ação combinada de timol e antimicrobianos em 
micobactérias não tuberculosas 

 
Cepas e isolados 

clínicos 

TIM + CIP  TIM + EMB TIM + LNZ 

FICI FM FICI FM FICI FM 

M. fortuitum 1 0,10 16 0,37 8 0,37 8 

M. fortuitum 2 0,11 18 0,25 8 0,28 32 

M. intracellulare 6  0,37 8 0,5 1 0,10 16 

M. fortuitum ODS 0,10 4 0,37 8 0,18 16 

M.: Mycobacterium; TIM: timol; CIP: ciprofloxacino; EMB: etambutol; LNZ: linezolida. 

 
Esses resultados corroboram com a literatura que demonstram o potencial do timol 
como agente modulador da atividade dos antimicrobianos disponíveis atualmente. O 
estudo de Shankar et al. (2024) esclareceu a ação do timol como inibidor de biofilme 
e de bombas de efluxo em Mycobacterium smegmatis, facilitando a ação dos 
antibióticos utilizados em conjunto, como o CIP e a isoniazida. A ação sinérgica 
observada com a LNZ e CIP pode ser explicada por estudos, que sugerem que 
substâncias como o timol estão relacionados ao aumento da permeabilidade da 



 
 

 
 

membrana citoplasmática bacteriana e perturbação da integridade da membrana 
bacteriana pelo timol, facilitando a entrada e aumentando a penetração da LNZ E 
CIP (Kowalczyk et al., 2020). 
 
CONCLUSÕES  
 
Os resultados demonstram que o timol, em associação à CIP e ao LNZ, apresentou 
sinergismo frente a todas as linhagens bacterianas avaliadas. Contudo, estudos 
adicionais são necessários para elucidar sua atividade contra micobactérias, 
destacando-se seu potencial promissor como alternativa terapêutica no tratamento 
das micobacterioses. 
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