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Resumo:

Com consequéncias indesejaveis tanto para o setor produtivo quanto para a
saude, a contaminacdo dos alimentos por micro-organismos patogénicos €
uma preocupacéao global. Como estratégia de controle microbiologico destes
alimentos alguns métodos séo tradicionalmente utilizados, envolvendo a
utilizacdo de substancias quimicas, e também meétodos fisicos, que nem
sempre sao efetivos, ndo podem ser aplicados a qualquer tipo de alimento,
além de causarem alteracbes nas caracteristicas organolépticas dos
mesmos. Sendo assim, existe uma crescente procura por novas tecnologias
eficazes na producdo de alimentos microbiologicamente seguros, que
tenham custo reduzido e sejam ecologicamente corretas. Desta forma, um
meétodo promissor é a terapia fotodinamica, que se baseia na utilizacdo de
uma substancia que atua como corante sensivel a luz visivel
(fotossensibilizador), a qual sob irradiacdo ocasiona a formacao de espécies
reativas de oxigénio, que sdo tdxicas aos micro-organismos. Porém os
corantes sozinhos nem sempre sdo totalmente eficazes, portanto uma
alternativa possivel é a utilizacdo de sais que potencializem a acao desses
fotossensibilizadores. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito
da terapia fotodindmica utilizando a associacdo do sal iodeto de potassio
com os corantes xantenos (Rosa bengala e Eosina Y) expostos a luz LED de
cor verde contra células planctdnicas de Salmonella Typhimurium.

Introducao

Significativas perdas econdmicas, altas taxas de morbidade e mortalidade
sao gerados pelas doencas transmitidas por alimentos (DTAS) e, apesar dos
esforcos realizados para preveni-las, elas ainda sdo consideradas um
problema de saude publica em todo o mundo (WHO, 2020).
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Salmonella spp. esta entre os patdégenos alimentares mais comuns que afeta
milhdes de pessoas a cada ano, as vezes com resultados sérios e fatais (AO
et al., 2015). No Brasil, cerca de 2,3 milhdes de pessoas foram expostas as
DTAs no periodo de 2000 a 2017, onde em mais de 30% dos casos 0 agente
etiologico identificado foi Salmonella spp., tornando-a a maior responsavel
pelos surtos de doencas transmitidas por alimentos no pais (BRASIL, 2018).

Uma das ferramentas que pode ser promissora para o controle de micro-
organismos em alimentos € a Inativacdo Fotodinamica (SILVA et al, 2019). A
técnica consiste no uso de uma substancia fotossensibilizadora e aplicacao
de luz visivel na presenca de oxigénio. Esta reacdo gera espécies reativas
de oxigénio, como oxigénio singlete (O,), que induzem danos celulares e
inativam os micro-organismos (PERUSSI, 2007).

Mais de 400 compostos sdo reconhecidos atualmente por apresentarem
propriedades fotossensibilizantes, dentre eles estdo os corantes xantenos
Eosina Y (EOS) e Rosa bengala (RB) (SORIA-LOZANO et al., 2015). Porém,
alguns estudos indicam que bactérias Gram-negativas se mostram
resistentes ao tratamento fotodinamico com os corantes xantenos (SILVA et
al., 2019; BONIN et al., 2018). Sendo assim, 0s sais inorganicos, como o
iodeto de potassio (KI), vém se mostrando como potencializador, tanto para
bactérias Gram-positivas, quanto para Gram-negativas, melhorando a acao
fotodindmica em alguns micro-organismos, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (HAMBLIN, 2016).

Com base nisso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a acéo
fotodindmica da associacdo de corantes xantenos com lodeto de Potassio
(KI) sobre células plancténicas de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium.

Materiais e métodos

Foram preparadas solucdes estoques de EOS e RB a uma concentracao
1x10™ mol/L em tampéo fosfato salino (PBS) a pH 7,4, esterilizada por
filtracdo, normalizada em espectrofotobmetro (UV-Vis Beckman Coulter
DU*800) com comprimento de onda Anax 517 nm, mantida no escuro sob
refrigeracao até a utilizacao.

Utilizou-se como fonte de luz um sistema de luz LED verde (Amax 490-570
nm). Os espectros de emissdo foram medidos em Espectrofluorimetro (Cary
Eclipse) e a intensidade de luz foi medida utilizando um Medidor Portatil
Modelo 407A da Spectra-Physics.

Os testes foram realizados contra a bactéria Gram-negativa: Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium ATCC 14028.

A fotoinativacéo foi realizada segundo metodologia descrita por Silva et al.
(2019) com algumas modificacdes.

Para os ensaios de fotoinativacdo, foram utilizados trés grupos controle:
bactérias e PBS (controle positivo); bactéria e RB ou EOS sem luz (controle
do fotossensibilizador) e bactéria exposta ao LED na auséncia de
fotossensibilizador (controle de luz).
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O isolado bacteriano foi cultivado em caldo Brain Heart Infusion overnigth a
37 °C, as culturas foram centrifugadas, lavadas trés vezes e ressuspensas
em solucdo salina a 0,85%. O indculo bacteriano foi padronizado num
espectrofotometro VarianCary-Eclipse a 580 nm e diluido em solugéo salina
a 0,85% para uma concentracdo de 10’ Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC)/mL. A fotoinativacao foi realizada pela adicdo de 25 pL da suspenséo
bacteriana (10° UFC/mL) a 475 pL das solucdes dos corantes xantenos em
concentracfes variadas em combinacdo com Kl em microplacas de 24
pocos. As amostras foram mantidas ao abrigo da luz durante 10 min e
expostas a iluminacdo por LED verde durante 5, 10 e 15 min. Apos a
iluminacdo, as amostras foram diluidas em solu¢cdo salina a 0,85%,
semeadas em Trypticase Soy Agar e incubadas a 37 °C durante 24 horas. A
reducdo na viabilidade celular foi determinada pela diferenca nas contagens
de UFC/mL entre o grupo tratado e o grupo de controle positivo.

Resultados e Discusséo

Foi observada completa inativagdo bacteriana para as combinagdes: EOS
0,10 yM + 100 mM Kl e EOS 0,10 yuM + 50 mM KI; EOS 0,50 uM + 50 mM
Kl; EOS 0,25 pM + 50 mM KIl, apés 15 minutos de irradiacdo. Para as
combinac¢des EOS 0,25 yM + 100 mM KI e EOS 0,50 uM + 100 mM KIl, nédo
foram recuperadas células vidveis apos 10 min e 5 min de irradiagéo,
respectivamente.

Foi possivel inativar S. Typhimurium em todas as combinac¢fes de RB (0,10
MM; 0,25 uM; 0,50 uM) com Kl a 100 mM, e tempos de iluminacéo de 5 e
10min. Quando a concentracdao de Kl foi reduzida (50 mM) foi observada
inativacdo com RB a 0,25 pM e 0,50 yM com 15 e 10 min de iluminacao,
respectivamente.

N&o foi observada reducdo nas contagens bacterianas nos controles de
fotossensibilizador e controle de luz comparados ao controle positivo.

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foi possivel obter a
inativacdo de S. Typhimurium com 5 minutos de iluminacdo, porém
concentracdo de RB utilizada foi 75 uyM (SILVA et al, 2018). Inativacéo
fotodinamica mediada por EOS (10 uM) e 15 min de iluminagcdo causou uma
reducdo de ~ 1,5 log UFC/mL na populagdo de S. Typhimurium (BONIN et
al, 2018).

Conclusbes

O efeito combinado de EOS com KI contra S. Typhimurium mostra que essa
combinacdo foi eficaz na fotoinativacdo dessa bactéria Gram-negativa,
sendo observada fotoinativagéo total em todas as combinagdes avaliadas. A
associacdo de Kl com RB permitiu reduzir grandemente a concentracdo do
fotosensibilizador, mantendo-se o efeito fotodindmico. Esses resultados
mostram que o Kl potencializa o efeito dos corantes xantenos, EOS e RB
contra S. Typhimurium ATCC 14028. Essa pode ser uma alternativa
promissora para o controle de patdégenos de origem alimentar incentivando
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futuros estudos com o objetivo de tornar possivel sua aplicacdo na industria
alimenticia
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