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Resumo:

As doencas transmitidas por alimentos constituem um problema crescente
de saude publica em todo o mundo. A eliminagdo de microrganismos
causadores dessas doencas se torna ainda mais dificil devido a sua
capacidade de formacdo de biofilmes. 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 alteracdes nas caracteristicas dos mesmos. Desta
forma, um método promissor é a terapia fotodindmica, que apresenta bom
custo beneficio e € ecologicamente correta. O presente trabalho avaliou o
efeito da terapia fotodindmica utilizando eosina Y exposta a luz LED verde
em Staphylococcus aureus e Salmonella Typhimurium. Nos ensaios com
células planctdonicas as suspensfes bacterianas expostas a diferentes
concentracfes de eosina Y foram iluminadas por 5, 10 e 15 minutos. Para a
inativacao fotodindmica dos biofilmes, os mesmos foram formados por 24h e
iluminados por 30 minutos com diferentes concentracdes de eosina Y. O
tratamento reduziu as contagens de células planctonicas e de biofilmes de S.
aureus e S. Typhimurium. A inativacdo fotodindmica pode ser uma
alternativa promissora no controle bacteriano na area de alimentos.

Introducao

As doencas transmitidas por alimentos (DTA) resultam em altas taxas de
morbidade e mortalidade, significativas perdas econdmicas e ainda sao
consideradas um problema de saude publica em todo o mundo (WHO,
online, 2016). Bactérias e virus sdo os principais agentes de DTA, dentre
eles Staphylococcus aureus e Salmonella spp. sdo os mais prevalentes. No
Brasil, Salmonella spp. e S. aureus foram 0s principais responsaveis pelos
surtos de DTA entre 2000 a 2015, sendo responsaveis por 35,08% e
18,38%, respectivamente, dos agentes identificados (BRASIL, 2015).

A eliminacdo de microrganismos na producdo de alimentos é dificlil,
principalmente devido a sua capacidade de formacdo de biofilmes.
Patogenos de origem alimentar que formam biofilmes em superficies de
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contato com alimentos aumentam o potencial de contaminagcdo cruzada
(BRIDIER et al., 2015; CAPITELLI et al., 2014).

O desenvolvimento e aplicacdo de novas técnicas para o0 controle de
microrganismos na area alimentar é necessario. Uma alternativa aos
meétodos tradicionais de controle microbiano que vem sendo estudada é a
terapia fotodindmica (TFD). Essa técnica consiste no uso de uma fonte de
luz visivel, oxigénio molecular e um fotossensibilizador (FS), que € capaz de
absorver e transferir a energia da iluminacdo para o oxigénio molecular
levando a formacéo de espécies altamente citotdxicas (ALVES et al., 2015).
Dentre os compostos que apresentam propriedades fotossensibilizantes, o
corante Eosina Y, vem sendo amplamente estudado. Dessa forma, o
objetivo deste estudo foi avaliar a acao fotodindmica de eosina Y contra
células planctbnicas e biofilmes de Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium e Staphylococcus aureus, iluminados com LED verde.

Materiais e métodos

Fotossensibilizador, fonte de luz e isolados bacterianos

As solugdes estoque do corante 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 emisséo de luz
verde.

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.

Inativacao fotodinamica de células plancténicas

As bactérias foram cultivadas em caldo BHI a 37 °C overnight, centrifugadas,
lavadas e ressuspendidas em solucdo salina 0.85%. O indculo foi
padronizado em espectrofotdmetro a 580 nm (% Transmitancia de 25 a 30%)
e diluido a para se obter 10’ Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)/mL.
Cinquenta microlitros das suspensdes bacterianas padronizadas foram
homogeneizados com 950 pL das solucdes de Eosina Y, em diferentes
concentracfes, e mantidos ao abrigo da luz por 10 min. Em seguida, 500 uL
foram iluminados com LED por 5, 10 e 15 minutos. As amostras foram
diluidas em solugéo salina 0.85%, semeadas em Agar Trypticase Soy (TSA)
e incubadas a 37 °C por 24 horas. A reducdo da viabilidade celular foi
determinada pela diferenca da contagem de UFC/mL entre o grupo tratado e
0 grupo controle.

Como controles foram avaliadas também as contagens para 0S grupos
contendo: apenas a eosina Y na auséncia de luz (controle do FS) e
exposicao das suspensdes bacterianas ao LED (controle de luz).

Inativag&o fotodindmica de biofilmes

Foi adicionado o inoculo bacteriano (10° UFC/mL) em microplacas de 24
pocos e incubado a 37 °C por 24 h. Apds a formacdo do biofilme os pocgos
foram lavados com solucdo salina 0,85% estéril, expostos a Vvarias
concentracfes de eosina Y, em auséncia de luz, durante 30 minutos e, em
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seguida, foram expostos a iluminacdo com LED verde por 30 minutos.
Foi incluido o experimento controle da formacao de biofime sem FS e sem
iluminacdo. Apos a iluminacdo o conteudo dos pocos foi aspirado, lavados
com solucéo salina 0,85% estéril e submetidos a banho de ultra som a 25 Hz
por 5 min (Ultra Cleaner 750A, Unique). Foram realizadas diluicdes seriadas
e semeadas em Agar Muller- Hinton (MHA) (Difco™) e entdo, incubadas a
37 °C por 24 h. Os resultados foram expressos em log UFC/cm?.

Resultados e Discusséo

Nos ensaios realizados como controles apenas a eosina Y na auséncia de
luz (controle do FS) e a exposicdo das suspensdes bacterianas ao LED
(controle de luz) nao tiveram efeito sobre a viabilidade bacteriana em
comparacao com o controle positivo (bactérias e PBS).

Para as células planctbnicas de S. Typhimurium foram testadas as
concentracdes de 0.5, 5.0 e 10.0 ymol.L™* de eosina Y. O tratamento reduziu
as contagens bacterianas em até 1,7 log UFC/mL. As maiores reducdes
foram observadas aumentando a concentracdo do fotossensibilizador e o
tempo de iluminacdo. As contagens bacterianas foram significativamente
reduzidas (p <0,05) com eosina Y a 10.0 umol.L™* em todos os tempos de
irradiac&o e 5,0 ymol.L ™ iluminadas por 10 e 15 min (Figura 1).

Em células planctbénicas de S. aureus 0 uso da eosina Y nas concentragcdes
(0.1, 0.25, 0.5, 1.0 e 5.0 ymol.L™) e tempos de iluminacdo avaliados reduziu
significativamente o numero de UFC/mL quando comparado com o controle.
O tratamento com fotossensibilizador a 5.0 pmol.L? causou total
fotoinativacdo da bactéria no menor tempo de iluminacéo avaliado (5min). As
maiores reducdes foram obtidas com a combinacdo de 15 min de iluminagéo
e eosina Y nas concentracdes de 0.5 e 1.0 umol.L™?, onde se obteve
reducdes de 2.5 e 3 log/UFC, respectivamente (Figura 1).

Em geral as bactérias Gram negativas sdo mais resistentes a inativacao
fotodindmica. Esta resisténcia pode ser atribuida a diferentes estruturas e
composicao da parede celular que € o principal alvo desta técnica (ALVES et
al., 2015).
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Figura 1 — Inativacéo fotodinamica mediada por eosina Y sobre células planctonicas de S.
Typhimurium (A) e S. aureus (B). Controle positivo (bactéria e PBS sem iluminar); Controle
do Fotossensibilizador (bactéria e fotossensibilizador sem iluminar) e Controle de luz
(bactéria exposta a luz sem fotossensibilizador). *Diferem significativamente.
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Para os ensaios contra biofiime de S. Typhimurium foi observada uma
reducdo de aproximadamente 1,5 log UFC/cm? nas trés concentracdes de
eosina Y testadas (600, 800 e 1000 umol.L™") quando comparadas com o
controle. As concentracdes de 200, 400, 600, 800 e 1000 pmol.L™ de eosina
Y foram testadas contra o biofime de S. aureus, e foram observadas
reducdes, quando comparadas ao controle, de aproximadamente 2 log
UFClcm?,

Conclusbes

O presente estudo demonstrou que a inativacao fotodinamica com LED e
eosina Y foi efetiva contra S. aureus, no entanto, S. Typhimurium, assim
como os biofilmes, foram mais resistentes ao tratamento. A inativacao
fotodindmica pode ser uma alternativa promissora no controle bacteriano na
area de alimentos, principalmente contra bactérias Gram positivas.
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