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Resumo:

A contaminacdo dos alimentos por micro-organismos patogénicos € uma
preocupacao global e pode trazer consequéncias indesejaveis tanto para o
setor produtivo quanto para a saude. Os métodos tradicionalmente utilizados
no controle do desenvolvimento microbiano em alimentos nem sempre sao
efetivos, ndo podem ser aplicados a qualquer tipo de alimento, além de
poderem causar alteracfes nas caracteristicas dos mesmos. A utilizacao de
novas tecnologias eficazes sdo um desafio na producdo de alimentos
microbiologicamente seguros. Desta forma, um método promissor € a
terapia fotodinamica, apresenta bom custo beneficio e é ecologicamente
correta. O presente trabalho avaliou o efeito antimicrobiano da terapia
fotodinamica utilizando corantes xantenos (Rosa de Bengala, Eritrosina B e
Eosina Y) expostos a luz LED verde em patdgenos de origem alimentar
(Staphylococcus aureus e Salmonella Typhimurium). As suspensdes
bacterianas foram tratadas com diferentes concentragcoes dos
fotossensibilizadores e iluminadas com LED verde por 5, 10 e 15 minutos. A
viabilidade celular foi determinada por meio de contagem de colbnias e o0s
grupos tratados foram comparados ao controle. S. aureus foi mais sensivel &
inativacado fotodinamica mediada pelos corantes xantenos. Eritrosina B e
eosina Y nédo reduziram significativamente as contagens de S. Typhimurium,
enquanto rosa bengala foi efetivo em inativar as duas bactérias avaliadas. A
inativacdo fotodindmica pode ser uma alternativa promissora no controle
bacteriano na &rea de alimentos.

Introducéo

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) resultam em altas
taxas de morbidade e mortalidade, significativas perdas econdmicas e ainda
sdo consideradas um problema de saude publica em todo o mundo (WHO,
online, 2016). No Brasil, Salmonella spp. e S. aureus foram 0s principais
responsaveis pelos surtos de doencas transmitidas por alimentos no periodo
de 2000 a 2015, sendo responsaveis por 35,08% e 18,38%,
respectivamente, dos agentes identificados (BRASIL, 2015).
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O desenvolvimento e aplicacdo de novas técnicas para o controle de
micro-organismos € necessario. Dentre as varias metodologias existentes, a
terapia fotodinamica (TFD) é uma técnica promissora para o controle de
micro-organismos em alimentos. A técnica consiste no uso de uma
substancia fotossensibilizadora (FS) e aplicacdo de luz na presenca de
oxigénio. Esta reacdo gera espécies reativas de oxigénio que induzem
danos celulares e inativam o0s micro-organismos (PERUSSI, 2007;
LUKSIENE et al., 2010). Dentre os compostos que apresentam propriedades
fotossensibilizantes, estdo os corantes xantenos Rosa de Bengala, Eosina Y
e Eritrosina B tem alta producao de oxigenio singlete e baixo custo.

O objetivo deste estudo foi avaliar a acéo fotodindmica dos corantes
xantenos Rosa de Bengala, Eritrosina B e Eosina Y sobre Staphylococcus
aureus e Salmonella Typhimurium.

Materiais e métodos
Fotossensibilizador e fonte de luz

As solucbes estoque dos corantes xantenos (Rosa de bengala,
Eritrosina B e Eosina Y) foram preparados pelo Nucleo de Pesquisas em
Sistemas Fotodinamicos — UEM. Foi utilizado um sistema de luz LED (light-
emitting diodes; 0,5W - LED T10 4SMD) com emissao de luz verde.

Isolados bacterianos e condi¢des de cultura

Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium ATCC 14028 estavam estocadas a -20 °C em caldo Brain
Heart Infusion (BHI) suplementado com 20% (vol/vol) de glicerol no
Laboratério de Microbiologia de Alimentos, Departamento de Analises
Clinicas e Biomedicina, Universidade Estadual de Maringa.

As bactérias foram cultivadas em caldo BHI a 37 °C overnight,
centrifugadas, lavadas e ressuspendidas em solugdo salina 0.85%. O
indculo foi padronizado em espectrofotdmetro a 580 nm (% Transmitancia de
25 a 30%) e diluido a uma concentracdo correspondente a 10’ Unidades
Formadoras de Colonia (UFC)/mL para uso nos testes de inativacao
fotodinamica.

Inativacao fotodinamica de S. aureus e S. Typhimurium

Cinquenta microlitros das suspensfes bacterianas padronizadas
(10" UFC/ mL) foram homogeneizados com 950 uL das solucdes dos
fotossensibilizadores em diferentes concentracbes e mantidos ao abrigo da
luz por 10 min. Em seguida, uma aliquota de 500 uL foi iluminada com LED
por 5, 10 e 15 minutos. As amostras foram diluidas em solucdo salina
0.85%, semeadas em Agar Trypticase Soy (TSA) e incubadas a 37 °C por
24 horas.

A reducado da viabilidade celular foi determinada pela diferenca da
contagem de UFC/mL entre o grupo tratado e controle (suspensao
bacteriana + tampé&o fosfato-salina).

Anélise estatistica
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Os testes foram realizados em triplicata com trés repeticbes
independentes. Os resultados foram expressos como média e desvio padrao
e serdo submetidos a analise de variancia (ANOVA) com nivel de 5% de
significancia, e as médias comparadas pelo Teste de Tukey.

Resultados e Discusséo

Os fotossensibilizadores na auséncia de luz e a exposicdo da
bactéria ao LED sem o PS néo tiveram efeito na viabilidade bacteriana.

O tratamento de S. Typhimurium com eosina Y nas concentracdes
de 0,5; 5 e 10 uM reduziu as contagens bacterianas em até 1,7 log/UFC. No
entanto os resultados ndo foram significativos em comparacdo com o
controle nos trés tempos de iluminagcao avaliados. Para S. aureus o
tratamento com eosina Y a 5 yM causou total fotoinativagdo da bactéria no
menor tempo de iluminacdo avaliado (5min).A combinacdo de 15min de
iluminacéo e eosina Y a 0,5 e 1,0 yM reduziu as contagens bacterianas em
2,5 e 3 log/UFC (p<0,05), respectivamente.

O tratamento com rosa bengala a 75 uM e 5 minutos de iluminagao
inativou completamente a populagcao de S. Typhimurium. O mesmo
resultado foi obtido com 50 yM e 15 minutos de iluminacdo. S. aureus
tratado com de rosa bengala a 25 uM foi totalmente inativado apds 5
minutos de iluminacao.

No tratamento de S. aureus com eritrosina B, as contagens de UFC
foram zeradas no tempo de 15 minutos nas concentracdes de 100, 250 e
500 nM. O tratamento com 500 nM também foi capaz de inativar
completamente a populagao bacteriana com 5 e 10 minutos de iluminagao.

Porém, S. Typhimurium quando tratada com eritrosina B, assim
como com eosina Y, nao apresentou reducdes significativas quando
comparados com o controle.

Em geral as bactérias Gram negativas sdo mais resistantes a
inativacdo fotodiamica. Esta resisténcia pode ser atribuida a difenretes
estruturas e composicdo da parede celular que é o principal alvo desta
técnica (ALVES et al., 2015).

Conclusodes

O presente estudo demonstrou que a inativacdo fotodindmica com
os fotossensibilizadores eosina Y, eritrosina B, rosa bengala e luz de LED
verde foi eficaz na reducéo das contagens de bactérias de origem alimentar.
A bactéria mais susceptivel ao tratamento fotodinamico foi S. aureus, e rosa
bengala foi o fotossensibilizador mais efetivo, sendo capaz de inibir as duas
bactérias avaliadas. A inativagdo fotodindmica pode ser uma alternativa
promissora no controle bacteriano na area de alimentos.
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