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RIASSUNTO

L obiettivo di questo studio ¢ stato di indagare I’efficacia di composti bioattivi nell’inibizione
e nel controllo di Salmonella typhimurium ATCC® 6994™ jn vitro. Lattivita antimicrobica di
acidi organici (acido citrico, acido sorbico, acido benzoico, acido butirrico ed acido esanoico) e
composti naturali identici (timolo, vanillina, carvacrolo ed eugenolo) ¢ stata valutata attraverso un
MIC test in microdiluizione. Tutti i composti naturali identici sono risultati efficaci nell’inibizione
della crescita batterica ed in particolare timolo e carvacrolo hanno mostrato le MIC piu basse tra
tutte le sostanze analizzate (1.87 mM). Tra gli acidi organici, acido sorbico, benzoico ed esanoico
presentavano una MIC di 100 mM. Timolo, carvacrolo ed acido sorbico sono stati selezionati
per uno studio time-kill, da cui ¢ emersa 1’azione battericida dei due composti naturali identici e
1’azione batteriostatica dell’acido sorbico. I risultati di questo studio indicano che questi composti
bioattivi possono quindi essere utilizzati come additivi per mangimi nel controllo di Salmonella
typhimurium nel suino.

ABSTRACT

The objective of this study was to investigate the efficacy of bioactive compounds in the
inhibition and control of Salmonella typhimurium ATCC® 6994™ in vitro. The antimicrobial
activity of organic acids (citric acid, sorbic acid, benzoic acid, butyric acid, and hexanoic acid)
and nature identical compounds (thymol, vanillin, carvacrol, and eugenol) has been evaluated
by a microdilution MIC test. All the nature identical compounds were effective in inhibiting
bacterial growth and in particular thymol and carvacrol showed the lowest MIC compared to all
the substances tested (1.87 mM). Among organic acids, sorbic acid, benzoic acid and hexanoic
acid had a MIC of 100 mM. Thymol, carvacrol and sorbic acid were selected for a time-kill
study, from which emerged the bactericidal action of the two nature identical compounds and
the bacteriostatic action of sorbic acid. The results of this study indicate that these bioactive
compounds can therefore be used as feed additives to control Salmonella typhimurium in pigs.

INTRODUZIONE

Salmonella typhimurium & riportata come la seconda causa pit comune in Europa tra i casi di
infezioni gastrointestinali nell’'uvomo (EFSA, 2018). Tra questi casi, il 27.3% dei ceppi isolati
nell’uomo ¢ risultata associata a matrici di origine suina, confermando che questa specie animale
rappresenta una delle principali vie di trasmissione all'uomo (Barilli et al., 2018; EFSA, 2018).
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L’infezione da S. typhimurium nell’animale infatti non ¢ da sottovalutare, in quanto il suino,
essendo un ospite asintomatico, rappresenta un importante reservoir del patogeno. S. typhimurium
colonizza in maniera persistente e cronica il tratto gastrointestinale del suino e, durante i periodi
di stress, spesso si verifica una riacutizzazione di questa colonizzazione asintomatica (Verbrugghe
et al., 2015). In primo luogo, il contesto piu pericoloso per la riacutizzazione ¢ il trasporto e
’arrivo al macello, dove la diffusione di questo patogeno ¢ amplificata e diventa la principale via
di trasmissione all’'uomo (Verbrugghe et al., 2011; Grilli et al., 2015). Essendo quindi la catena
alimentare il fattore di rischio maggiore per 1’'uomo, altrettanto critico risulta il fenomeno di
antibiotico resistenza che caratterizza S. #yphimurium. Numerosi sono i ceppi di S. #yphimurium
risultati multiresistenti agli antibiotici (Graziani et al., 2008; Brunelle et al., 2017; Wang et al.,
2019)and the Centers for Disease Control consider multidrug-resistant (MDR. In particolare, un
recente studio di Wang et al. (2019) ha identificato nel suino la principale fonte di due pattern di
tetra e penta-resistenza piu frequentemente osservati in ceppi di S. typhimurium isolati da uomo,
animali e prodotti di origine animale. Di fondamentale importanza in questo scenario globale ¢
quindi cercare di ricorrere ad alternative gli antibiotici per il controllo di S. typhimurium nel suino
(Grilli et al., 2015; V. T. Nair et al., 2018). Scopo di questo studio ¢ stato quello di identificare
possibili composti bioattivi utilizzati come additivi per mangimi, quali acidi organici € composti
naturali identici, per il controllo di S. typhimurium nel suino.

MATERIALI E METODI

Composti testati

Acido citrico, acido sorbico, acido benzoico, acido butirrico, acido esanoico, timolo, vanillina,
carvacrolo ed eugenolo rappresentano gli acidi organici e composti naturali identici oggetto dello
studio. Gli stock degli acidi organici sono stati preparati in infuso cuore e cervello (BHI), mentre
gli stock dei composti naturali identici in etanolo 70% v/v. Tutti gli stock sono stati portati a pH
6.5 e filtrati con filtri 0.2 um.

MIC test

Acido citrico, acido sorbico, acido benzoico, acido butirrico ed acido esanoico sono stati testati
in diluizioni scalari da 100 a 1.56 mM, mentre timolo, vanillina, carvacrolo ed eugenolo da 7.5 a
0.12 mM. S. typhimurium ATCC® 6994™ ¢ stata coltivata in BHI a 37°C in aerobiosi ed ¢ stato
utilizzato un inoculo di 10° CFU. Il valore di minima concentrazione inibente (MIC) di acidi
organici e composti naturali identici ¢ stato determinato con test di microdiluizione in BHI pH 6.5,
attraverso la misurazione dell’assorbanza a 630 nm dopo 24 ore di incubazione con I'utilizzo di
uno spettrofotometro. Per ogni sostanza, la MIC ¢ stata definita come la concentrazione piu bassa
in grado di restituire un’assorbanza nulla dopo 24 ore di incubazione.

Time-kill test

Dopo uno screening iniziale, acido sorbico, timolo e carvacrolo sono stati selezionati per un
esperimento di time-kill, ossia una valutazione nell’arco di 24 ore della riduzione della conta
batterica di un determinato ceppo coltivato in presenza di un agente antimicrobico. I saggi sono
stati allestiti in BHI pH 6.5, testando acido sorbico ad una concentrazione di 50 e 100 mM, mentre
timolo e carvacrolo ad una concentrazione di 0.94 e 1.87 mM. Dopodiché, al fine di valutare
I’inibizione della crescita batterica da parte delle sostanze, sono state effettuate conte su piastre
BHI agar dal momento dell’inoculo con 10° CFU di S. typhimurium (0 ore), ogni ora per le 8 ore
successive e dopo 24 ore.

RISULTATI
MIC test
I risultati dell’attivita antimicrobica di acidi organici e composti naturali identici sono riportati
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rispettivamente nelle Figure 1 e 2. Acido citrico e acido butirrico non hanno avuto alcun effetto
inibitorio sul ceppo di S. #yphimurium alle dosi testate. Al contrario, acido sorbico, benzoico ed
esanoico hanno presentato una MIC corrispondente a 100 mM. Per quanto riguarda i composti
naturali identici, la MIC di timolo e carvacrolo ¢ stata definita a 1.87 mM, mentre per vanillina ed
eugenolo la crescita batterica ¢ stata completamente inibita rispettivamente a 7.5 mM e 3.75 mM.

Organic acids

Figura 1 — Crescita di S. #yphimurium dopo 24 ore in presenza di acido citrico, acido sorbico,
acido benzoico, acido butirrico ed acido esanoico. La crescita batterica ¢ espressa in percentuale
rispetto al controllo (strain only).

Figure I - S. typhimurium growth after 24 hours in the presence of citric acid, sorbic acid, benzoic
acid, butyric acid and hexanoic acid. Bacterial growth is expressed as a percentage relative to the
control (strain only).

Nature Identical Compounds

Figura 2 — Crescita di S. typhimurium dopo 24 ore in presenza di timolo, vanillina, carvacrolo ed
eugenolo. La crescita batterica ¢ espressa in percentuale rispetto al controllo (strain only).
Figure 2 - S. typhimurium growth after 24 hours in the presence of thymol, vanillin, carvacrol and
eugenol. Bacterial growth is expressed as a percentage relative to the control (strain only).
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Studio time-kill

In Figura 3 sono rappresentate le curve del time-kill test. La concentrazione di S. fyphimurium
in presenza di acido sorbico 50 € 100 mM non ¢ variata durante le 24 ore post-inoculazione. Al
contrario, al termine dell’esperimento tutte le concentrazioni testate di timolo e carvacrolo sono
risultate letali per la crescita di S. #yphimurium. Timolo e carvacrolo 0.94 mM hanno consentito
una graduale riduzione del numero di cellule vitali durante gli intervalli di tempo misurati,
arrivando, come sopracitato, ad inibire completamente la crescita del patogeno a 24 ore. Le stesse
sostanze alla concentrazione superiore (1.87 mM) hanno permesso la immediata soppressione
della popolazione batterica inoculata al tempo 0.
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Figura 3 — Curve time-kill. Nel grafico ¢ riportato il logaritmo in base 10 di CFU/ml di S.
typhimurium, coltivata con nessuna sostanza (CTR) o in presenza di acido sorbico (SOR), timolo
(THY) e carvacrolo (CAR) a diverse concentrazioni, in relazione agli intervalli di tempo misurati.
Figure 3 - Time-kill curves. The graph shows the based-10 logarithm of S. typhimurium CFU/ml,
grown without substances (CTR), or in presence of thymol (THY), carvacrol (CAR), and sorbic
acid (SOR) at different concentrations, in relation to the measured time points.

DISCUSSIONE

Nel presente studio ¢ stata valutata 1’azione antimicrobica di acidi organici e composti
naturali identici nei confronti di S. typhimurium ATCC® 6994 ™.

In generale, mentre tutti i composti naturali identici sono stati efficaci nell’inibizione
della crescita del ceppo batterico, tra gli acidi organici testati ¢ stata determinata la MIC
solamente di acido sorbico, acido benzoico ed acido esanoico. Cio puo essere giustificato dal
meccanismo d’azione antimicrobico di queste diverse sostanze: infatti, mentre i composti
naturali identici espletano la loro principale azione sulla membrana dei microorganismi
portando alla formazione di pori che provocano la morte cellulare, I’azione antimicrobica
degli acidi organici dipende dalla loro costante di dissociazione (pKa) (Ricke, 2003; Burt,
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2004). Si deduce quindi che, al variare del pH ambientale, gli acidi organici possano
presentarsi o meno nella loro forma indissociata, la quale rappresenta 1’unica forma grazie
a cui queste molecole riescono ad attraversare la membrana batterica. Avendo allestito
I’esperimento a pH 6.5, ¢ quindi possibile che I’azione antimicrobica di alcuni acidi organici
non fosse completamente massimizzata. A riprova di cio, acido sorbico, benzoico ed esanoico
presentano infatti le pKa che piu si avvicinano al pH dell’esperimento (4.76, 4.19, 5.09,
rispettivamente). Sebbene abbia una pKa modestamente alta (4.82), I’acido butirrico non ha
invece un effetto antimicrobico diretto sul batterio, ma € stato utilizzato in vivo nelle infezioni
da S. typhimurium, grazie alla capacita di diminuire 1’espressione di geni di patogenicita e
di rinforzare I’apparato gastrointestinale dell’animale (Gantois et al., 2006). Oltre al pH,
I’azione degli acidi organici varia comunque anche a seconda della struttura del batterio
(Sheu and Freese, 1973).

Dopo aver selezionato tre sostanze esemplificative (timolo, carvacrolo ed acido sorbico),
un ulteriore studio di time-kill ¢ stato eseguito per mettere in luce gli effetti antimicrobici
di queste molecole in un intervallo di tempo di 24 ore. La stessa tecnica ¢ stata utilizzata in
molti studi per descrivere ’azione di sostanze alternative, da sole ed in combinazione con
antibiotici (Singh et al., 2011; Petsong et al., 2018; Guimardes et al., 2019). Dalle curve
time-kill ¢ stata evidenziata un’azione battericida dose-dipendente di timolo e carvacrolo
ed un’azione batteriostatica dell’acido sorbico. Timolo e carvacrolo alle dosi piu alte testate
(1.87 mM) confermano i dati ottenuti dal MIC test, andando a sopprimere S. typhimurium
non appena dopo 1’inoculazione. A differenza del primo esperimento, nella curva time-kill le
stesse sostanze anche a dose dimezzata (0.94 mM) hanno permesso di inibire completamente
la crescita del ceppo dopo 24 ore: probabilmente questa variabilita, seppur minima, ¢ dettata
dalla diversita dei due sistemi. In ogni caso, I’efficacia di timolo e carvacrolo contro S.
typhimurium in questo studio ¢ affermata da numerosi studi (Juven et al., 1994; Zhou et al.,
2007; Chauhan and Kang, 2014). Per quanto riguarda 1’acido sorbico, le conte batteriche
non sono variate nell’arco di 24 ore, indicando un’azione batteriostatica che riconferma la
teoria sopracitata riguardo 1’azione antimicrobica degli acidi organici. Da questo risultato si
evidenzia come la molecola sia comunque in grado di arginare un’infezione da S. typhimurium.

CONCLUSIONI

In conclusione, acidi organici e composti naturali identici possono essere potenziali sostanze
alternative utilizzate per controllare S. #yphimurium nel suino, in quanto la loro attivita
antimicrobica nei confronti di questo patogeno di origine alimentare ¢ stata confermata dai
risultati di questo studio.
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