UFPEL 2024

4 10° SIIEPE , , )
A}‘W RRENGIITEGRADA XXVI ENPOS - ENCONTRO DE POS-GRADUACAQO
'

ADAPTAQAO DO TES:I'E DO MEIO TSI PARA AVALIAQAO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE OLEOS ESSENCIAIS EM Salmonella enterica serovar
Typhimurium

CLEITON JESUS ANDRADE PEREIRA!, LUiZE GARCIA BLOTTA DE MELO;
VITHOR PARADA GARCIA; MILENA MATTES CERVEIRA; JANICE LUEHRING
GIONGO?. RODRIGO DE ALMEIDA VAUCHER?®

"Universidade Federal de Pelotas — andradec556@gmail.com
2Universidade Federal de Pelotas — luizegarmel@gmail.com; paradavithor@gmail.com;
cerveiramm@gmail.com; janicegiongo@hotmail.com
SUniversidade Federal de Pelotas — rodvaucher@hotmail.com

1. INTRODUGAO

O meio TSI (do inglés, Triple Sugar Iron) foi desenvolvido em 1940 pelo
microbiologista Edward Sulkin como um meio diferencial para bactérias entéricas
gram-negativas (e.g. Salmonella e Escherichia) (EWING & DAVIS, 1974). O teste
do meio TSI é um teste bioquimico usado principalmente na diferenciacdo destas
enterobactérias e esta baseado em 3 caracteristicas: a fermentacao de glicose,
lactose e sacarose, a mudanga de pH, e a produgdo ou auséncia de gas
carbbnico com ou sem formagao de acido sulfidrico (H,S). O meio contém uma
propor¢dao menor de glicose (1% m/m) e propor¢des iguais de lactose e sacarose
(10% m/m), além de citrato de ferro (CsHsO- - xFe**) e tiosulfato de sédio (Na,S,0;)
como fontes de ferro e enxofre, respectivamente. Além disso, o meio TSI é
suplementado com peptonas e vermelho de fenol como indicador de pH. E um
teste amplamente utilizado nos laboratérios de microbiologia por ser uma
ferramenta eficaz para a identificagdo de bactérias entéricas e suas
caracteristicas bioquimicas (LEVINSON, 2022).

O meio TSI é preparado em tubos inclinados com uma base pouco
oxigenada e uma superficie oxigenada, onde os microrganismos sao inoculados
da base a superficie. O uso destes tubos com diferentes condi¢des de aerofilia é
essencial para a diferenciagdo dos microrganismos. A fermentacdo de lactose
e/ou sacarose produz acidos, mudando a cor do meio de vermelho para amarelo.
Nos fermentadores de glicose, a base permanece amarela, mas a superficie volta
a ficar vermelha devido ao aumento de pH. Microrganismos que oxidam peptonas
na superficie geram compostos nitrogenados, alcalinizando a regido e deixando-a
rosa. A presenca de H.S resulta em precipitados pretos de sulfeto ferroso (FeS). A
regido alcalina é designada como “K” e a acida como “A”, sempre na ordem
superficie/base (LEVINSON, 2022). A Tabela 1 indica as reacbes esperadas do
meio TSI para alguns géneros bacterianos.

Tabela 1. Reagdes do meio TSI em géneros bacterianos de importancia clinica

Género Gas H,S pH
Escherichia + - A/A
Salmonella + + K/A

Shigella - - K/A

Pseudomonas - - K/IK
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Dessa forma, o teste de Agar TSI desempenha um papel essencial na
identificacdo de patdégenos que podem causar infecgdes intestinais, sistémicas e
urinarias, podendo guiar decisdes terapéuticas, como o uso correto de antibidticos
especificos para cada infeccao (HU et al, 2022). Tendo em vista a busca de
alternativas terapéuticas para driblar a resisténcia microbiana, que fomenta a
pesquisa de novos antimicrobianos sintéticos e naturais (CHINEMEREM
NWOBODO, 2022; TERRENI et al.,, 2021), nosso grupo de pesquisa viu a
possibilidade do uso do teste do agar TSI como uma forma barata e rapida de triar
e avaliar de forma qualitativa os efeitos destes compostos nas reagdes do teste,
bem como a utilizacdo dos resultados obtidos para aprimorar a verificagdo dos
mecanismos pelos quais estes compostos levam a alteragdes metabdlicas em
microrganismos especificos. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos
adaptar a metodologia do teste TSI para avaliar os efeitos de dois Odleos
essenciais (Eucalyptus globulus, EGEO; Cymbopogon flexuosus, CFEO),
inicialmente em uma bactéria entérica padréo do género Salmonella, identificando
as principais alteragdes bioquimicas no teste em termos das reagdes perante os
tratamentos com EGEO e CFEO em diferentes concentragdes.

2. METODOLOGIA

O presente estudo foi conduzido utilizando o meio Agar TSI (Kasvi, Brasil)
para avaliar a atividade antimicrobiana de CFEO (ViaAroma, Brasil) e EGEO
(Ferquima, Brasil) frente a Salmonella enterica serovar Typhimurium (ATCC
14028). Foram testadas trés concentragdes de cada 6leo: 4x MIC, 2x MIC e 1x
MIC, baseadas em resultados preliminares ao teste. O meio foi preparado
conforme as especificagdes do fabricante e distribuido em tubos inclinados com 5
mL de meio por tubo. Para os Oleos essenciais, as concentragdes testadas foram
preparadas incorporando-os ao meio ainda liquido (35 °C). Um controle
bacteriano (BC) contendo apenas a bactéria inoculada e um controle de
esterilidade (SC) ndao contendo microrganismos, também foram preparados. Apos
a solidificacdo do meio, cada tubo foi inoculado com colbnias isoladas de S.
typhimurium, utilizando uma agulha esterilizada. A inoculagédo foi realizada por
picada na base do tubo e estria na superficie. Em seguida, os tubos foram
incubados a 36°C por 24 horas. Apos o periodo de incubacgéao, os tubos foram
observados quanto a alteragao de cor no meio, produgéo de precipitados negros e
crescimento de colbnias visiveis na superficie. As observacdes foram registradas
para cada tubo e os resultados foram comparados entre os diferentes tratamentos
para avaliar a eficacia de cada agente antimicrobiano. A auséncia de alteragao de
cor, precipitados negros e crescimento visivel de colbnias foram interpretadas
como indicadores de forte atividade antimicrobiana. Nos casos em que o meio
apresentou alteragao de cor ou producido de H.S, os resultados foram analisados
em relagdo a concentragdo do agente antimicrobiano e a distribuicdo do mesmo
no meio, comparando com os resultados do BC. Todos os resultados obtidos tém
carater qualitativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Analisando os resultados da Figura 1, observa-se que SC confirmou a
auséncia de contaminagdes ao longo do experimento. O BC de S. typhimurium
apresentou os resultados esperados: tubo K/A, producao de H,S e deslocamento
por produgédo de gas (ainda que nao visivel), comprovando a viabilidade da cepa
utilizada.
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Quanto aos resultados para o CFEO, percebe-se que a presenca do 6leo
no meio nao inibiu a fermentacao de glicose nem a produgao de H,S. Contudo, o
O0leo impediu a degradagao oxidativa das peptonas, utilizadas como fonte de
energia pela bactéria, resultando em tubos A/A com precipitados pretos.

Em relacdo ao EGEO, as concentragdes 4x e 2x MIC n&o provocaram
alteragdes de cor, permanecendo semelhantes ao SC. Foram levantadas duas
hipoteses para esse comportamento: 1) a morte imediata dos microrganismos,
resultando em tubos sem atividade microbiana, ou 2) uma redugao significativa do
metabolismo bacteriano, a ponto de bloquear a fermentacdo de glicose e a
consequente acidificagcdo do meio. A hipotese 1 foi descartada apdés a semeadura
dos dois primeiros tubos, nos quais as bactérias cresceram. Na concentracdo 1x
MIC, observou-se que o EGEO nao impediu a fermentagdo de glicose, mas
bloqueou a oxidagao das peptonas. O fato mais interessante € que, em todas as
concentragdes de EGEO, nao houve producéo de H,S.

Com estes resultados, podem-se gerar dados importantes, como a possivel
interferéncia de EGEO diretamente no metabolismo do enxofre da bactéria,
bloqueando a producio de H.S, mesmo em concentragdes que ainda permitiam a
fermentagcao de glicose, sugerindo uma acao direcionada que pode indicar novos
mecanismos antimicrobianos além da simples destruicdo celular. No caso de
CFEO, percebe-se que o metabolismo do enxofre nem a fermentacao de glicose
sdo impactados e as bactérias se proliferam, mas existe uma influéncia direta na
oxidacéo das peptonas. A Tabela 2 sumariza os resultados do experimento.

Figura 1. Teste TSI modificado. (a) Efeitos do 6leo essencial de Cymbopogon
flexuosus (CFEOQO) e (b) Eucalyptus globulus em S. typhimurium (ATCC 14026).
SC: controle de esterilidade; BC: controle bacteriano.

ScC 4x 2x 1x BC sC 4x 2x 1x BC
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Tabela 2. Efeito dos Oleos Essenciais de Eucalyptus globulus (EGEO) e
Cymbopogon flexuosus (CFEQ) sobre o Metabolismo de Salmonella Typhimurium
ATCC 14026 no Meio TSI

Composto Concentracao Resultado Producéao H,S Colbnias visiveis

4X MIC N/N Ausente Ausente
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2X MIC N/N Ausente Ausente

EGEO
1IX MIC A/A Ausente Ausente
4X MIC A/A Presente Presente
CFEO 2X MIC A/A Presente Presente
1X MIC A/A Presente Presente
BAC CTRL - K/A Presente Presente
ST CTRL - N/N Ausente Ausente

N/N: coloracdo vermelha, ndo houve alteracdo. A/A: coloracdo amarela, acidificagdo do meio na
base e na superficie. K/A: coloragdo rosa na superficie e amarela na base, alcalinizagao e
acidificagao da base.

4. CONCLUSOES

A adaptagdo do teste TSI foi uma estratégia eficiente para avaliar o
impacto dos 6leos essenciais no metabolismo de S. typhimurium, permitindo uma
anadlise mais detalhada das alteragdes bioquimicas causadas por esses
compostos. Ao utilizar este meio diferencial, foi possivel observar ndo apenas a
capacidade dos oleos de inibir o crescimento bacteriano, mas também suas
influéncias especificas em processos metabdlicos. Essa abordagem oferece um
novo caminho para investigar como compostos naturais podem modular vias
metabdlicas bacterianas, revelando potenciais usos terapéuticos inovadores,
especialmente em um cenario de crescente resisténcia aos antibibticos
tradicionais. Portanto, a adaptacao do teste TSI pode ser utilizada na pesquisa de
forma qualitativa ou até mesmo de triagem de compostos, dando respostas
quanto as interferéncias destes no metabolismo de microrganismos entéricos e
aos possiveis mecanismos de agao de novos compostos, abrindo a possibilidade
de desenvolver alternativas terapéuticas mais direcionadas e eficazes no combate
a patégenos.
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