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RESUMO

As doencgas transmitidas por alimentos representam um importante problema de
salde publica, destacando a necessidade de estratégias alternativas para o controle
de microrganismos patogénicos, especialmente quando organizados em biofilmes.
Nesse contexto, a terapia fotodinamica antimicrobiana (TFDa) apresenta-se como
uma abordagem promissora, baseada na interacdo entre fotossensibilizador, luz e
oxigénio, promovendo a formacao de espécies reativas capazes de causar danos as
células microbianas. Este estudo avaliou a TFDa mediada por azul de metileno,
isoladamente e associacdes, sobre biofilmes de Salmonella enterica sorotipo
Typhimurium e Staphylococcus aureus. Os biofilmes foram formados em
microplacas e tratados inicialmente com azul de metileno a 0,001%, utilizando 10 e
30 minutos de incubacao no escuro e 15, 30 e 60 minutos de exposicao a luz LED
vermelha. Nessas condigdes, ndo foram observadas reducdes significativas da
viabilidade bacteriana. Posteriormente, para S. Typhimurium, foi avaliada a
associacao de azul de metileno a 0,001% com Kl a 50 mM, utilizando 10 minutos no
escuro € 15 minutos de irradiacdo, além de fluido de dessorcdo associado ao azul
de metileno a 2%. A associagdo com Kl promoveu redugéo de 1,75 logiii1 UFC/mL
em relacédo ao controle, enquanto o fluido associado ao azul de metileno apresentou
reducao de 2,53 logl1[1 UFC/mL. Os resultados indicam potencial antimicrobiano das
estratégias combinadas, embora novos ensaios sejam necessarios para confirmar
sua eficécia.

INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos (DTAs) representam um importante problema
de saude publica mundial, sendo responsaveis por aproximadamente 600 milhdes
de casos e 420 mil mortes anualmente (WHO, 2022). No Brasil, entre 2013 e 2022,
foram registrados, em média, 652 surtos de DTAs por ano, envolvendo mais de 107
mil pessoas, com destaque para microrganismos como Salmonella spp. e
Staphylococcus aureus (BRASIL, 2024). A permanéncia desses patdgenos em
ambientes e superficies relacionadas ao processamento de alimentos,
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especialmente na forma de biofilmes, pode dificultar sua eliminacéo e favorecer sua
persisténcia (SILVA et al., 2019).

Diante desse cenario, torna-se necessaria a busca por estratégias alternativas e
eficazes para o controle microbiolégico. Nesse contexto, a terapia fotodindmica
antimicrobiana (TFDa) destaca-se como uma abordagem promissora, baseada na
interacao entre um fotossensibilizador, luz em comprimento de onda adequado e
oxigénio, resultando na formacdo de espécies reativas de oxigénio capazes de
provocar danos as células microbianas (SILVA et al., 2020). Entre os
fotossensibilizadores utilizados, o azul de metileno apresenta vantagens como
estabilidade, baixo custo e capacidade de promover inativacdo bacteriana apds
ativacao luminosa (ZADA et al., 2024).

Além disso, estudos demonstram que a atividade antimicrobiana do azul de metileno
pode ser potencializada pela associagcdo com iodeto de potassio, ampliando os
efeitos da inativacdo fotodindmica (YIN et al., 2015). Dessa forma, a associacao
entre esses compostos pode representar uma alternativa para aumentar a eficacia
da TFDa frente a microrganismos organizados em biofilmes. Diante disso, o
presente estudo avaliou a aplicacdo da TFDa mediada por azul de metileno,
isoladamente e associado com iodeto de potassio e fluido de dessorcédo, sobre
biofilmes de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium e Staphylococcus aureus.

MATERIAIS E METODOS.

As Dbactérias Salmonella enterica sorotipo Typhimurium ATCC 14028 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram cultivadas e padronizadas em 107
UFC/mL. Para a formagao do biofilme, 100 pL do in6culo foram adicionados, em
triplicata, aos pocos de microplacas de 96 pocos e incubados a 35 °C por 24 h. Os
biofilmes foram submetidos a TFDa utilizando azul de metileno a 0,001%, com
periodos de incubacao no escuro de 10 e 30 minutos, seguidos de exposi¢éao a luz
LED vermelha (660 nm, 16 mW/cm?2) por 15, 30 ou 60 minutos.

Posteriormente, para o biofilme de S. Typhimurium, foi avaliada a associagdo do
azul de metileno a 0,001% com iodeto de potassio (KI) a 50 mM, preparado a partir
de solucao estoque de 1000 mM, utilizando 10 minutos de incubagéo no escuro e 15
minutos de irradiagdo. Também foi avaliado o fluido de dessor¢ao associado ao azul
de metileno a 2%. O fluido foi composto por NaCl (6,8 g/L), KCI (2,2 g/L), NaHCO[
(25 g/L), NaH[1PO1] (3,5 g/L) e Tween 80 (10 mL/L), sendo aplicado ao biofilme de
S. Typhimurium antes da exposicao a luz.

Foram utilizados grupos-controle contendo in6culo bacteriano sem iluminagéao,
in6culo submetido somente a luz, in6culo associado ao Kl e irradiado e controle
escuro contendo fotossensibilizador e KI sem iluminagdo. Apds os tratamentos,
foram realizadas diluigbes seriadas e semeadura em Agar Tryptic Soy (TSA),
seguida de incubacao a 37 °C por 24 h. A eficacia dos tratamentos foi determinada
pela contagem de UFC e comparacédo da viabilidade bacteriana entre os grupos
experimentais e controles.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nos ensaios realizados com biofilmes de Salmonella enterica sorotipo Typhimurium
e Staphylococcus aureus, a terapia fotodinamica antimicrobiana utilizando azul de
metileno a 0,001% foi avaliada ap6s periodos de pré-incubacao no escuro de 10 e
30 minutos, associados a tempos de irradiacdo de 15, 30 e 60 minutos. Em
nenhuma dessas condi¢des foi observada reducgéo significativa da viabilidade dos
biofilmes, indicando que o aumento tanto do tempo de contato com o
fotossensibilizador quanto do periodo de exposicdo a luz nao foi suficiente para
potencializar a agdo antimicrobiana do tratamento.

A auséncia de efeito significativo do azul de metileno isolado pode estar relacionada
a maior tolerancia apresentada pelas células bacterianas quando organizadas em
biofilme, condicdo que dificulta a penetracdo e a acédo do fotossensibilizador sobre
as células microbianas. Esses resultados evidenciaram a necessidade de modificar
as condi¢des experimentais e justificaram a associagcdo com o iodeto de potassio,
proposta com o objetivo de potencializar a acdo fotodindmica. Diante desses
resultados, uma nova estratégia foi avaliada para o biofilme de S. Typhimurium,
associando azul de metileno a 0,001% ao iodeto de potassio, com 10 minutos de
incubacgao no escuro e 15 minutos de exposicao a luz. Além disso, foi avaliada uma
abordagem utilizando fluido associado ao azul de metileno a 2% em biofilme de S.
Typhimurium, buscando alternativas capazes de aumentar a eficiéncia da TFDa
sobre essa estrutura microbiana mais resistente.

A associacdo com Kl promoveu reducdo de 1,75 logiil] UFC/mL em relacdo ao
controle, enquanto o fluido associado ao azul de metileno apresentou reducédo de
2,53 logll1 UFC/mL.

CONCLUSOES

A TFDa com azul de metileno a 0,001% isoladamente ndo apresentou efeito
significativo sobre os biofilmes. A associacdo com Kl promoveu reducao do biofilme,
porém, a associagao fluido com azul de metileno a 2% apresentou maior redugao.
Esses resultados indicam potencial antimicrobiano das estratégias avaliadas,
embora novos ensaios sejam necessarios para confirmar sua eficacia.
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