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RESUMO - O consumo e cultivo de peixes contaminados com Aeromonas hydrophila e

Streptococcus agalactiae podem ocasionar doencgas infecciosas tanto em seres humanos como em

animais. Para sanar este problema utilizam-se antibioticos, porém seu uso indiscriminado pode
causar resisténcia microbiana, deixar residuos no alimento e contaminar o meio ambiente. Entao,
tém sido realizadas buscas por novos antimicrobianos eficazes e que causem menor impacto ao
meio ambiente, aos animais e consumidores finais. Neste ftrabalho foi avaliado o potencial
antimicrobiano de carvacrol, carvona, citral, D-limoneno, nerolidol, terpineol, terpinoleno, timol,

eucaliptol, eugenol, linalol, L-limoneno, a-pineno, (-cariofileno, B-pineno e y-terpineno, através de

difusdo em agar e pela concentracdo inibitéria minima (CIM) contra A. hydrophila e S. agalactiae.
Os compostos carvacrol, citral, terpinoleno e timol foram os que apresentaram halos de inibicées
maiores que 32mm e 25,56mm, frente a A. hydrophila e a S. agalactiae, respectivamente. Os
resultados indicam que esses compostos podem contribuir para o desenvolvimento de novos

produtos com agéo inibitdria contra os patogenos estudados.
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ABSTRACT — The consumption and cultivation of fish contaminated with Aeromonas hydrophila

and Streptococcus agalactiae can cause infectious diseases in both humans and animals.

Antibiotics are used to solve these problems, but their indiscriminate use can cause microbial
resistance, leave residues in the food, and contaminate the environment. In this context, studies
have been carried out to find new antimicrobials that are effective and also have low impact on the
environment, animals and consumers. In this work, the antimicrobial potential of carvacrol, carvone,
citral, D-limonene, nerolidol, terpineol, terpinolene, thymol, eucalyptol, eugenol, linalool, L-limonene,
a-pinene, B-caryophyllene, B-pinene and y-terpinene, was evaluated through diffusion in agar and
by the minimum inhibitory concentration (MIC) against A. hydrophila and S. agalactiae. The
compounds carvacrol, citral, terpinolene and thymol presented inhibition diameter greater than
32mm and 25.5mm to A. hydrophila and S. agalactiae, respectively. The results indicate that these

compounds can contribute to the development of new products with an inhibitory action against the
studied pathogens.

Keywords: Carvacrol; Citral; Bacteriosis; Fish-farming; Terpinolene; Thymol.

1 INTRODUCAO

A prevaléncia de doengas transmitidas por alimentos (DTA) em nivel internacional
apresentam como causa principal microrganismos patogénicos, em especial as bactérias (SILVA,
2010), as quais ocasionam toxidade alimentar em humanos, majoritariamente por ndo ter presenca
de alteracdes organolépticas aparentes (OLIVEIRA et al., 2010; SANTIAGO et al., 2013). Alimentos
com maior risco de contaminagdo no conceito microbioldégico sdo os peixes e frutos do mar.
Diversos fatores corroboram para essa transmissao, desde o cultivo desses animais, 0 processo de
armazenamento, até o preparo do alimento pelo consumidor final, os quais sdo ingeridos

geralmente crus ou malcozidos (SANTIAGO et al., 2013).

Em 2018 foram produzidos mundialmente 179 milhdes de toneladas de pescado e, destes,
mais de 85% destinaram-se ao consumo humano (COLPANI, 2020). A alta demanda foi motivada
pelo notavel valor nutritivo dos pescados, posto que possui alto teor de vitaminas e proteinas
importantes para saude humana (CAMPOS, 2019; MENEZES, 2006). Assim, a aquicultura vem
com o papel de produzir em larga escala esses organismos aquaticos (CARVALHO, 2012).
Contudo, ha fatores que alteram a sanidade nos viveiros, como as altas concentragées de animais,
a qualidade da agua, o acumulo de materiais organicos, temperatura e salinidade do ambiente
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(KUBITZA, 2005). O conjunto dessas condicbes torna o sistema de producdo intensivo de
pescados suscetivel a contaminagao por patégenos (CARVALHO, 2012; KUBITZA, 2005;), sendo a
Aeromonas hydrophila e o Streptococcus agalactiae os patégenos mais comuns encontrados e 0s
maiores causadores de mortalidade em peixes de agua doce e salgada (MARTINS et al., 2011).

A Aeromonas hydrophila é um bacilo Gram-negativo, patogénico para seres humanos e
animais (CANGUSSU, 2019; SILVA, 2010), possui mobilidade, podendo ser encontrado no solo, na
agua (doce, salgada, potavel e de reuso), no esgoto e em alimentos (LEIRA et al., 2016). Quando
presentes nos peixes causam nestes, diminuicdo do consumo de alimentos e manifesta¢des por
todo o corpo, incluindo ulceragdes, hemorragias e septicemia dos seus 6rgaos internos (KUBITZA,
2005). Nos viveiros é causadora de elevada mortalidade, antes mesmo do desenvolvimento de
sinais clinicos, ou entre 2 a 10 dias apds a presenca desta bactéria (LEIRA et al., 2016). Esta
bactéria pode produzir exotoxinas e multiplicar-se mesmo em temperaturas consideradas
adequadas para refrigeracdo (CANGUSSU, 2019; PEIXOTO et al., 2012).

Streptococcus agalactiae € um coco Gram-positivo, capaz de contaminar diversos
hospedeiros, sendo considerado um patégeno emergente de peixes (TRABULSI et al, 1989;
FIGUEIREDO, 2006), podendo causar meningites e septicemias em humanos e animais
(TRABULSI et al., 1989). Nos peixes acarreta modificacdo da motilidade, les6es na pele, necrose
do sistema nervoso e sinais como 0s ocasionados por A. hydrophila, tais manifestacdes ocasionam
comumente mortalidade nesses animais (KUBITZA, 2005; MARCUSSO et al., 2017).

O uso indiscriminado de antibiéticos acarreta na seletividade de cepas bacterianas
resistentes, colocando em risco a saude humana e animal (PONTES, 2017). Por isso se faz
necessario o fomento de novos compostos com acao antimicrobiana (SILVA et al., 2012; SMITH et
al., 2008), com menor toxidade aos organismos aquaticos e de baixo impacto ambiental (SILVA et
al.,, 2012; TRAESEL, 2011), bem como a adocao de medidas preventivas e boas praticas de

biosseguranca no manejo aquicola, para reducao de perdas e de contaminacoes (KUBITZA, 2005).

Oleos essenciais podem ser utilizados como uma alternativa ao uso de antibiéticos, sendo
eles uma mistura de compostos volateis, lipofilicos e de odores caracteristicos (FERREIRA, 2014).
Sao oriundos de metabdlitos secundarios de todas as partes das plantas, com variagdes de funcao
e concentragao de acordo com fatores, como espécie vegetal, sazonalidade e métodos de extragao
(MORAIS, 2009). Estes compostos desempenham mudltiplas funcdes, dentre elas a acao
antibacteriana (RODRIGUES, 2017). Os compostos carvacrol, citral, timol e terpinoleno sao
componentes dos 6leos essenciais, que desempenham funcdes antibacterianas comprovadas e

utilizadas na industria. Em temperatura ambiente, os trés primeiros se apresentam na forma liquida
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enquanto o ultimo como cristais (ALMEIDA, 2015; AZAMBUJA, 2016; AZAMBUJA, 2017;
OLIVEIRA, 2008). Possuem mecanismo de agdo semelhante aos dos antibidticos, alterando a
permeabilidade da membrana plasmatica ou inibindo os sistemas enzimdticos das bactérias
(ERNANDES; GARCIA-CRUZ, 2007; FERREIRA, 2014).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in vitro, a concentracdo inibitéria minima e
concentragao bactericida minima de compostos presentes em alguns éleos essenciais, frente aos

patdgenos de importancia para a piscicultura: A. hydrophila e S. agalactiae.
2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Microbiologia Ambiental — Raquel Ghini da
Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina-SP, no periodo de agosto de 2019 a margo de 2020.

2.1 Patogenos bacterianos

Os patogenos de origem animal utilizados neste estudo foram o Streptococcus agalactiae
(ATCC 13813) e a Aeromonas hydrophila (ATCC 7966), doados pela Fundagdo Tropical de
Pesquisas e Tecnologia Andre Tosello.

2.2 Preparo das culturas bacterianas

As culturas de S. agalactiae e A. hydrophila foram ativadas em tubos de ensaio contendo 5
mL de TSA inclinado, com auxilio de uma alga estéril, e incubadas por 24 horas em estufa
bacteriol6gica a 35 = 2°C. Ap6s o crescimento destes microrganismos, com auxilio de uma algca
esterilizada, as colénias foram repicadas, separadamente, para tubos de ensaio contendo 5ml de
solucéo salina estéril, para os testes de “screening” e em 5ml de Trypticase Soy Broth (TSB) estéril
para os testes de concentracao inibitéria (CIM). As concentragdes das suspensdes bacterianas
foram ajustadas para aproximadamente 1x10® UFC/mL, na escala MacFarland, com auxilio do

equipamento densimat (Biomerieux).

Para controle da concentragdo de bactéria inoculada nos testes foram realizadas contagens
destes microrganismos para cada experimento por meio de diluicbes do in6culo inicial em agua
peptonada. Sendo elas a diluicao inicial a solucao salina para o “screening” e TSB para CIM, sendo
transferidas para solucdes seriadas de 1 a 6. E entdo, realizada a contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC/mL) das diluicbes representadas pelos nimeros 5 e 6, sendo 1mL de
cada diluicao repicadas para toda a superficie das placas de Petri contendo meio TSA fundido a
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45°C. Em seguida, foi realizada a homogeneizacdo do meio com o inéculo, seguido de resfriamento
dentro da camara e incubacao em estufa bacteriolégica a 35 + 2°C por 24 horas.

2.3 “Screening" dos compostos isolados de 6leos essenciais

Utilizou-se para a avaliagcdo da atividade antimicrobiana o método de difusdo em agar por
disco, realizado conforme descrito na Farmacopeia Brasileira (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2019), para avaliar o potencial antibacteriano de 16 compostos puros,

presentes em alguns 6leos essenciais, e sua concentracao conforme mostra a Tabela 1.

Para avaliagao do potencial antibacteriano desses compostos foram utilizadas 16 placas de
Petri descartaveis estéreis de 9 cm, uma para cada composto testado. A solugéo salina descrita no
item anterior contendo o patégeno foi transferida com auxilio do SWAB, para o meio Tryptic Soy
Agar (TSA), previamente vertido na placa de Petri. Em seguida, foi depositado no centro destas
placas, com o auxilio de uma pinga esterilizada, um disco de papel de filtro estéril, contendo 5uL de
cada composto descritos na Tabela 1. Os compostos estavam na forma liquida, exceto o timol, que
por estar na forma de cristais, foi necessario realizar sua diluigdo. Os compostos foram utilizados
sem diluicdo (puros) e com diluigdo utilizando o solvente hexano (timol) em concentragédo de
250mg/ml. As placas de Petri foram incubadas em estufa bacteriolgica a 35 + 2°C por 24 horas.
Apobs esse periodo, foi feita a medicao do halo de inibicao com régua milimétrica e a classificacao
de acordo com a reatividade de 0 a 4 para teste de difusdo em agar, conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019). O critério para
selecdo dos compostos para os testes de CIM e CBM foi a apresentacéo de halo de inibicdo bem
delimitados e igual ou maior que o controle Florfenicol®. Cada experimento foi executado em
triplicata, sendo cada repeticdo uma placa de Petri. Foram realizadas contagens dos patégenos
estudados para controle do in6culo inicial destes microrganismos, conforme o item anterior. Para
controle positivo foi utilizado disco de Florfenicol®, que é um dos poucos antibiéticos aprovados
para tratamento de peixes, e o controle negativo foi utilizado o solvente hexano, por ter sido
utilizado para diluir o timol.
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Tabela 1. Compostos encontrados em alguns Oleos essenciais e as concentragdes testadas contra os
patégenos Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae.

Nome do Concentracao Nome do Concentracao
composto (mg/ml) composto (mg/ml)
Carvacrol Puro Nerolidol Puro
Carvona Puro Terpeneol Puro
Citral Puro Terpinoleno Puro
D-Limoneno Puro Timol 250mg/ml
Eucaliptol Puro a-Pineno Puro
Eugenol Puro B-Cariofileno Puro
Linalol Puro B-Pineno Puro
L-Limoneno Puro y-terpineno Puro

Substancias testadas em diferentes concentragdes: com diluicdo em hexano (timol) e sem diluicdo (forma pura,
conforme adquirida comercialmente).

2.4 Determinacao das Concentracoes Inibitdria e Bactericida Minima

Foi realizada a pesagem individual de 0,1g de cada um dos compostos em um baldo
volumétrico de 1ml, estéril e, em seguida foi adicionado a esse balao o meio de cultura TSB,
previamente preparado e estéril acrescido de Tween 80 a uma concentragdo de 1%, formando a
solugdo mée. Em seguida, foi realizada agitagcado manual para homogeneizagdo do composto com o
meio. Posteriormente foi feita a diluigdo seriada desta solugdo mae (A) para 11 eppendorfs,
previamente esterilizados, nomeados pelas letras do alfabeto de B a L, nas concentra¢des
detalhadas na Tabela 2.

Tabela 2. Concentracdo (mg/ml) dos compostos da diluicdo seriada em seus respectivos tubos.
Tubo A B C D E F G H I J K L

Concentragao
(mg/ml) 100 | 50 | 25 |12,5|6,25|3,13 | 1,56 | 0,78 | 0,39 | 0,20 | 0,10 | 0,05

Para avaliagao da concentracao inibitéria minima foram utilizadas microplacas de 96 pogos
descartaveis e estéreis. Em cada poco foi adicionado 100ul de cada diluicdo seriada de A L de
cada composto, em triplicata, conforme descrito anteriormente. Em seguida foi adicionado
separadamente em cada poco 100ul de suspensdo bacteriana (1x10® UFC/mL de A. hydrophila ou
S. agalactiae) em caldo TSB, resultando em 200ul de volume final. Foi realizada leitura apos a
inoculacdo das bactérias (0 horas) de cada placa em espectrofotdbmetro a 620nm, previamente
agitada por 20s, para nao ocorrer precipitagdo dos compostos e do patdégeno. Em seguida a placa
foi incubada em estufa bacteriologica a 35 £ 2°C por 24 horas e realizada a observacao de

crescimento e uma nova leitura em espectrofotdbmetro em 620mn e agitacao de 20s.
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ApGs 24 horas da incubacao das microplacas de 96 pogos com as diluicdes dos compostos
puras e o in6culo de cada microrganismo foi realizado o teste de Concentragéo Bactericida Minima
(CBM). Para isso, foram retirados 10ul de cada po¢o da microplaca utilizada para o teste de CIM e
transferido para placas de Petri previamente vertidas contendo o meio de cultura Mueller Hinton. As
placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 35 £ 2°C por 24 horas e ap6s esse periodo foi
realizada a leitura quanto a presenca ou auséncia em UFC. Logo apés a realizacdo da CBM foi
adicionado a cada um dos pog¢os das microplacas de 96 pocos, uma solucao reveladora de cloreto
de 2,3,5-trifeniltetrazélio a 0,5% para confirmacao visual da inibicdo. O composto em presenca de
célula apresenta coloracdo vermelha.

Cada experimento foi realizado em triplicata, utilizados como controles negativos o
Cloranfenicol® com patégeno e 0 meio de cultura sem in6culo. Como controle positivo foi inoculado
0 patégeno ao seu meio de crescimento TSB.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de “screening" dos compostos puros

As atividades antibacterianas dos 16 compostos testados contra A. hydrophila e S.
agalactiae é apresentada na Tabela 3. Os compostos nerolidol e B-cariofileno ndo mostraram zona
de inibicdo detectavel para A. hydrophila. Carvacrol, citral, timol e terpinoleno foram os que
apresentaram os maiores halos de inibicdo, reatividade 4 (conforme descrito no item 2.3),
classificada como forte, apresentando zonas de inibicdo = a 32mm contra A. hydrophila. Memar et
al. (2017) descreveram Carvacrol e timol como inibidores do crescimento de bactérias Gram
positivas e negativas, pela alteracdo da membrana celular desses microrganismos. A utilizacéo de
6leos essenciais vem sendo estudada para substituicdo de antibidticos na industria e carvacrol tem
demonstrado atividade antimicrobiana efetiva em diversos estudos, como o realizado por Liu et al.
(2020), em que seu uso evitou o surgimento de cepas resistentes de A. hydrophila aos antibiéticos

usuais.

Carvacrol, citral, timol e terpinoleno apresentaram atividade inibitoria para S. agalactiae com
inibicdo = 26,5mm. Os compostos timol e terpinoleno apresentaram halos bem definidos, como
ilustra a Figura 1. Para esse patogeno foi possivel verificar que um nimero de compostos (cinco)
nao apresentou nenhum efeito antibacteriano (Tabela 3), sendo eles D-limoneno, eucaliptol, L-
limoneno, B-Pineno e y-terpineno. Esse nimero de compostos sem atividade talvez ocorra devido a
diferenciacdo na composicdo da membrana plasmatica das bactérias Gram positivas e Gram

negativas, conforme descrito por Oliveira (2008) que observou que os éleos essenciais inibem com
7
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maior frequéncia as bactérias Gram negativas, conforme observado no presente trabalho com a A.
hydrophila.

T S

Figura 1: Halos de inibicao A- Terpinoleno e B- Timol (250 mg/ml), frente Streptococcus agalactiae (Fonte:
Maria Carolina Bertolo Bonin).

Tabela 3. Média do halo de inibicdo (mm) formado pelos compostos avaliados frente a Aeromonas hydrophila
e Streptococcus agalactiae.

Carvacrol 53,7+7,0 50,0 £ 10,0
Carvona 33,3+7,3 12,0+ 1,0
Citral 48 + 245 44,3 +18,8
D-Limoneno 15,5+ 0,7 0,0
Eucaliptol 12,3+£0,5 0,0
Eugenol 27 + 2,65 18,0 £ 2,6
Linalol 20,0 £5,7 11,7+15
L-Limoneno 16,0 £ 5,7 0,0
Nerolidol 0,0 53147
Terpeneol 35,3+9,9 18,3+£5,9
Terpinoleno 32,0+3,5 32,7+4,0
Timol 52,3 + 14,8 26,5+ 2,1
a-Pineno 21,56+9,2 13+14,7
-Cariofileno 0,0 3,3%£5,8
B-Pineno 11,5+£0,7 0,0

y terpineno 9,7 £0,6 0,0
Controle (Florfenicol®) 39,7+£3,5 33140
Controle (Hexano) 0,0 0,0

*n=3 + desvio padrao.
Com base nesses resultados, os compostos carvacrol, citral, timol e terpinoleno foram

escolhidos para o teste CIM, por apresentarem atividade antibacteriana para ambos os patégenos.

O numero de pesquisas relacionadas as fungdes dos 6leos essenciais e seus compostos
isolados sd@o crescentes, tais compostos sdo descritos como antimicrobianos promissores frente

importantes bactérias patogénicas de origem alimentar, tais como Staphylococcus aureos,
8
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Escherichia coli, dentre outros (MEMAR et al., 2017). Contudo ndo foram encontrados estudos
suficientes para comparacao dos resultados obtidos no presente estudo, frente as mesmas
bactérias avaliadas, A. hydrophila e S. agalactiae.

3.2 Avaliacao da Concentracao Inibitéria Minima e Concentracao Bactericida Minima

Os resultados dos testes CIM, que avalia se 0 micro-organismo foi inibido e CBM se o
organismo foi eliminado, dos quatro compostos selecionados frente aos patégenos estudados
estdo descritos na Tabela 4. Os compostos avaliados apresentaram inibicdo das bactérias em
baixas concentragbes (£12,5ug/ml), sendo que o carvacrol foi o que apresentou melhor atividade
para ambos 0s patégenos, em concentragdes em torno de 0,8ug/ml nos testes CIM e CBM para A.
hydrophila e em concentragdes de 0,39 ug/ml e 1,5 pg/ml, respectivamente para CIM e CBM contra
S. agalactiae. Tais resultados podem ser visualizados na Figura 2, com a presenga ou auséncia de
células bacterianas pela solugao reveladora de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio a 0,5%, que revela
uma coloragao vermelha na presenca de cepas bacterianas vivas.

Tabela 4. Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM) em pg/ml de
carvacrol, citral, terpinoleno e timol para Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae.

Composto Concentragao Inibitéria Minima (CIM) | Concentragao Bactericida Minima (CBM)
A.hydrophila S.agalactiae A.hydrophila S.agalactiae
Carvacrol 0,78125 0,390625 0,78125 1,5625
Citral 3,125 1,5625 3,125 1,5625
Terpinoleno 3,125 6,25 6,25 12,5
Timol 6,25 1,5625 12,5 6,25

O potencial antimicrobiano dos compostos carvacrol e timol foi demonstrado por DU et
al.(2015) frente a importantes bactérias patogénicas como Escherichia coli, bactéria Gram negativa
de alta patogenicidade, em concentragdes entre 187 e 375ug/ml para testes CIM e de 375 a
750ug/ml para testes CBM. Tais compostos foram utilizados conjuntamente com antibiéticos no
cultivo in vivo de frangos para corte. Comparativamente, observou-se no presente estudo que
doses bem inferiores de carvacrol e timol mostraram efeito bactericida para A. hydrophila e S.
agalactiae do que a observada para E. coli, que apresentou menor sensibilidade para os
compostos. Marinelli et al. (2019) realizaram estudo da agédo antibacteriana do carvacrol para
bactérias Gram positivas e negativas e observaram um aumento de 50 a 90% na inibigdo do
crescimento de S. agalactiae, com concentragées entre 256 e 512 pg/ml. A grande diferenga
encontrada é provavelmente devido ao uso de cepas isoladas de origens diferentes.
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Citral apresentou atividade para S. agalactiae em concentragcbes menores que 1,6ug/ml no
teste CIM e no teste de CBM. Contra A. hydrophila os valores foram menores que 3,2ug/ml para
CIM e CBM. Saddig e Khayyat (2010) descreveram o Citral como agente promissor para reducao
do crescimento de cepas de Staphylococcus aureus.

Citral Terpinoleno
SR

!"\ LTSN Controle Controle

\ M N " N \J \ \ 3§
T U Y e

N Ay

L @

~ Carvacrol

Figura 2: Placa de 96 pocos, contendo os compostos: Citral (inibicdo de A-G), Timol 250mg/ml (inibicdo de
A-G), Terpinoleno (inibicdo de A-D) e Carvacrol (inibicdo de A-H) respectivamente, todos com a presenga do
patégeno S. agalactiae. Sendo a linha 4 os controles, de A a C controle negativo, e de J a L controle positivo
(Fonte: Maria Carolina Bertolo Bonin).

4 CONCLUSAO

Concluiu-se que carvacrol, citral, terpinoleno e timol apresentaram atividade antibacteriana
para A. hydrophila e S. agalactiae, em baixas concentracdes nos testes CIM e CBM. O composto
carvacrol, apresentou atividade antimicrobiana em menor concentragéo (0,78ug/ml) frente aos dois
patégenos. Esses compostos tém potencial para serem utilizadas como substitutos aos antibiéticos
atuais, contra os patégenos estudados, podendo contribuir assim tanto para a saude dos animais
quanto para a seguranca da alimentagdo humana.
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