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Resumo

O presente trabalho realizado no Laboratério de Microbiologia da Escola Superior
Agraria de Castelo Branco, visa estudar a sobrevivéncia de oito culturas de
Staphylococcus perante diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e NaCl durante um
periodo de incubacdo de 20 dias. Para este efeito foi utilizado a contagem em placa de
Petri e posteriormente o método da microplaca com leitura de absorvancia em
espectrofotometro.

As referidas culturas foram isoladas de leite e queijos da Beira Baixa, em
diferentes fases de maturacao.

Com os resultados obtidos nas contagens em placa de Petri, pode verificar-se que,
no geral, o microrganismo multiplicou-se mais favoravelmente a temperaturas de
22°C, atingindo valores na ordem de 10*° UFC/ml.

Relativamente aos ensaios feitos em microplaca, podemos afirmar que para pH
mais elevado, entre 6 e 7, todas as culturas estudadas multiplicaram-se de forma
significativa nas diferentes temperaturas de incubagdo de 12°C, 182C e 30°C. No
entanto, apenas a pH mais baixos se verificou multiplicacao a 302C. Em relagdo ao
fator NaCl, quanto mais elevada for a sua concentracdo, maior é a sua inibicao
provocada sobre o desenvolvimento de Staphylococcus.

0 modelo de regressao logistica revelou ser significativo para combinacdo dos
fatores pH e NaCl que permitiram a multiplicagdo das culturas ATCC e 106 de
Staphylococcus a pH de 6 e 7, com uma diminui¢ao gradual a medida que aumenta os
valores de NaCl aplicados. Ja para pH de 4 e 5 a multiplicagdo das culturas foi nula
independentemente da percentagem de NaCl

Palavras chave
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Abstract

This work performed at the Laboratory of Microbiology, Escola Superior Agraria
of Castelo Branco , aims to study the survival of eight cultures of Staphylococcus face
different conditions of temperature , pH and NaCl during an incubation period of 20
days. For this purpose we used the plate count and subsequently the method of the
microplate spectrophotometer absorbance reading .

These cultures were isolated from milk and cheese from Beira Baixa , in different
stages of maturation.

With the results in the plate counts, it can be seen that, in general, the organism
multiplied more favorably at temperatures of 222C, reaching values in the order of 10
10 CFU / ml.

For tests performed in microplates, we can say that for higher pH between 6 and
7, all cultures studied multiplied significantly in the different incubation
temperatures of 12°C, 182C and 302C. However, only low pH multiplication occurred
at 302C. Regarding factor NaCl, the higher the concentration, the greater is its caused
on the development inhibition of Staphylococcus .

The logistic regression model was shown to be significant factors for the
combination of pH and NaCl which allowed the multiplication of cultures of
Staphylococcus aureus ATCC and 106, at pH 6 and 7, with a gradual decrease as
increasing values of NaCl applied . As to pH 4 and 5 multiplication of cultures was null
independently of the percentage of NaCl.

Keywords

Staphylococcus aureus, pH, temperature, NaCl, food safety

vii



viii



indice geral

RESUINIO ...ttt e e e bbbt iii
L INEFOAUGA0. ...ttt 1
I1. ReViSA0 BIDLIOZIAfica ..ottt ss s 2
1. Staphylococcus aureus e outros Staphylococcus coagulase-poSitiVa .. 2
2. Classificacdo € mEtodos de IPAZEM ...uivirieirieirriserises e s s ae s a s s n e san e nae s 2
3. Aspetos ecologicos do Staphylococcus N0 HOMEM .....ciuieimiissnesesie s s ssssse s s 3
4. Fatores de VIrulencia — TOXINAS..uiuuererrersserssmsssnsienssssss s ssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssnsssnsnss 3
5. Incidéncia nos alimentos € amMbIieNte .. —————————————— 4
6. Fatores ambientais que afetam a sobrevivencia. ..., 5
6.1, TEIMPEIATUTA wvururseeaesreesssressssesessssesssssessessssesssssasssssssesssessessssssssesasssssssesesessssessssssesssssesssessessesasasss 5
6.2, PH o 5
L0 00\ Y O RSN 6
7. Fatores que influenciam a multiplicacao de Staphylococcus aureus durante
A MALUTACAO NO QUELJO. ...t ss s et s s s s st neanans 6
7.1 TEIMPETATUTA «.vueueueueesesereresessssssasesensssassssesessssesasessssssssssss st sesessnsasasesensasasassssssssnsesasessnsnsnssstasssnsssnsans 7
y 8 ) 7
70 T\ - O L SRS 7
8. Influéncia do acido lactico, acido acético e acido Citrico.........coevevevvrrrrreennen. 7
IIL. Material € MELOAOS. ..ot sss s sss st st 8
1. Preparacdo dos Meios de CUTUTA uiviiiieiissmmmnssisssnsssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssnssssnssnnns 8
2. Culturas usadas NOS ENSALOS ...t sss et s s ssssnsas 9
2.1.0TIZEM AAS CUILUIAS cuvurueeerrerererescaesssreresesesssssssssssseseeessssssssssesessssassssesssssesssssssesssssseessssnssssessssssnsaeas 9
2.2. Confirmacdo da coagulase em meio Baird-Parker com RPF AgAr ......ccccuvvnienmninininnsnnnnssinnnenns 9
2.3. Teste Prolex™ Staph LALEX Kit .ouumrrercresseuesrerereresessssssssssesessssssssssssseessssssssssssesesssssssssssesssnsasas 10
3. Preparagdo do in6culo em meio BHI......coincnsssesssessessessessesssssesennns 10
4. Avaliacdo do efeito combinado da temperatura, pH e NaCl numa cultura de
Staphylococccus ref2 106, usando o método da contagem em placa.......coccoveereereenens 12
5. Avaliac¢do do efeito combinado entre diferentes concentragdes de NaCl, pH e
diferentes temperaturas sobre culturas de StaphyloCOCCUS .........ooveneeerineeiresersseninnens 13
6. Avaliacdo do efeito de diferentes concentragdes de NaCl e de diferentes valores
de pH sobre duas culturas de SEAPAYIOCOCCUS .....ouvurvrrerensereirissirisississsessssesssssssesssssssesssnns 15
7. Leitura visual da turvacdo e em eSpectrofotOMEetro ....rererreeresnesressessessessessesnenns 16
8. Confirmacao de POGOS NEGALIVOS ......vureurerirsrirsirrs s ssssss s sssssssssssssssssaes 16
9. ANALiSE EStALISTICA ciuriurerrrrrersesrersissississ s 18
IV. ReSUItad0S € DISCUSSAO .......ooueureureurereereeressesressessessesssssessesse s ssesse s s s s s s ssesseans 17

ix



B 000 (o) s Tor= T (=3 =1 s H OO PSS 18
2. CONfirmagao da COAGUIASE w.ueurrrrrerererrrsrsrsrereresessesssssseseesssssssssssseresesssssssssessssssssnssssesssseseessssnsnass 18

3. Avaliac¢ao do efeito combinado da Temperatura, pH e NaCl numa cultura

de Staphylococccus ref2 106, usando o método da contagem em placa........ 18
3.1, CONTAZEIMN @ 42C curuiurrerereresessssssssresesesssssssssesesss s s sssnssesesesssssssssssessassssssessssesesssssssssnssssessasanes 18
3.2.CONAZEM @ 1292C uurverrerereecussssreresesessasssseseeseessssssssssssesesssssasssssssesenssssssessssesessssssassssessssssneas 19
3.3.CONEAZEM @ 22°2C cuuvrerereresessssssesesesesessssssssseseessssssssssssesesssssssssssssessasassssessssssssssssssssnsesssssnsasas 20

4. Avaliacao do efeito combinado entre diferentes concentragoes de NaCl,

pH e diferentes temperaturas sobre culturas de Staphylococcus.................... 22
4.1, Leitura 3 48H @ 30°C ...uiurererrerrererereesssssssssreseesasssssssssssessssssssssssssssssssssssssssesssssassssssesssnsnes 22
4.2, Leitura 205 5 dias @ 302C uuuumuurrrrereresesssssnsssresesessssssssssssesssessssssssssssssessssssssssssssssssassssssssssnenes 23
4.3, Leitura 20S 7 diaS @ 302C .cuuuuererrerereerssansrsrereseessessssssessesessssssssssssesssssssssssessssssnssssesessssees 24
4.4, Leitura 20S 5 dias @ 1292C .uuummureurersereseessressesssesssssssessessssesssssssessssssessssssssssssssssssssesssssssesans 25
4.5, Leitura 20S 7 diaS @ 122C ..cuuruererrerereressssnsssresesesssssssssssesssesessssssssssssessssssssssssssssssssssssesssnees 26
4,6. Leitura @0S 15 dIiaS @ 122C i uumrrrererrerreresersesessessesessessssessesassessesssssssessssessessssessssssessesssessenes 26
4.7. Leitura 205 6 diaS @ 182C ..cuureuerrerererersssnsrsrereseesssssssssesssesssssssssssesesessssssssssssssssssssssssesssrenes 27
4.8. Leitura a0S 7 diaS @ 18°%C ...civuurrerertererresesersesesessesessessesessessssessessssessesseneesessssessessesessensssessenes 28

5. Regressao Logistica - Avaliacdo do efeito de diferentes concentragoes de
NaCl e de diferentes valores de pH sobre duas culturas de Staphylococcus

............................................................................................................................................................. 29
B8 010) 4 Tl L T PPN 31
IV. Referéncias BiblioGraficas...........ccooiininineinecseseesesssssesse s sesssessesssssssssees 34

Apéndices



indice de figuras

Figura 1-Culturas de Staphylococcus aureus inoculadas em meio de cultura Baird-
Parker Agar com RPF ..o 10

Figura 2- Esquema da preparagdo e confirmacdo do inéculo para a cultura 106 ...... 11

Figura 3- Preparacdo das diluicoes e inoculacdo em placa...........c.ccooooeeirieiiinicieinn 13
Figura 4- Contagem do indculo das culturas de Staphylococcus ..................ccccccoeuveueunnn.. 14
Figura 5- Microplaca com diferentes valores de NaCl incubada a temperaturas de
129G, T8 € 302C ... it 14
Figura 6- Microplaca com diferentes concentra¢des de pH incubada a temperaturas
de 129C, 182C € 3020 ... .. it 14
Figura 7- Microplaca da cultura 106 e de referéncia com diferentes valores de pH e
concentragdes de NaCl incubada a temperaturas de 182C............c..cccooovennernn. 15
Figura 8- Duplicado e triplicado da microplaca da cultura 106 e de referéncia
incubada a temperaturas de 182C ..........cc.ccoooivrieieieieeee e 16
Figura 9-Microplaca da cultura 106 com concentracao de NaCl a 0,5% a pH=7 .......... 16
Figura 10- Staphylococcus com coloragdo de ram .............ccooooiririririnininieieieeeeaes 17
Figura 11- Identificacdo de Staphylococcus coagulase- positiva em meio Baird-Parker
COM RPEF AGAT ... 18
Figura 12- Identificacdo de Staphylococcus coagulase- positiva pelo Teste Prolex™
StaPh LALeX Kit......o.iiiiiiiii e 18
Figura 13- Contagem de Staphylococcus a 4°C e a diferentes condicdes de pH (5,4; 6;
6,6) e de NaCl (0,19%; 2%0; 4%0) ...vovvererrieeeeeeeeieee e 19
Figura 14- Contagem de Staphylococcus a 12°C e a diferentes condi¢des de pH (5,4; 6;
6,6) e de NaCl (0,19%; 290; 4%0) ....ovvveeeeeeeeeeeee e 20
Figura 15- Contagem de Staphylococcus a 22°C e a diferentes condi¢des de pH (5,4; 6;
6,6) e de NaCl (0,19%; 290; 4%0) ....ovrvreeeeeeieeeee e 21
Figura 16- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl as 48H a 30°C ..................... 22

Figura 17-Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva em diferentes niveis de pH as 48H a 302C.........c.ccoccoovveveieieieiennne. 23

Figura 18- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl aos 5 dias a 302C ............... 24

Figura 19- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes niveis de pH aos 5 dias a 302C.............cccooevririenene. 24

Figura 20- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl aos 7 dias a 30°C .............. 24

Figura 21- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes niveis de pH aos 7 dias a 302C.............cocoooevevernnene. 25

Xi



Figura 22- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracoes de NaCl aos 5 diasa 12°C............... 15

Figura 23- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes niveis de pH aos 5 diasa 122C...........cccccccovvrneee 26

Figura 24- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl aos 7 dias a 12°C .......... 26

Figura 25- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes niveis de pH aos 7 diasa 12°C...........c.cccccoveveec.... 26

Figura 26- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl aos 15 dias a 12°9C........ 27

Figura 27- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-

positiva com diferentes niveis de pH aos 15 diasa 122C .........ccccooovvrieence. 27
Figura 28- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl aos 6 dias a 18°C.......... 28
Figura 29- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes niveis de pH aos 6 diasa 182C..............ccccccooen.c. 28
Figura 30- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes concentracdes de NaCl aos 7 dias a 18°C .......... 20
Figura 31- Leitura da absorvancia em microplaca de Staphylococcus coagulase-
positiva com diferentes niveis de pH aos 7 dias a 182C..........c.cccccoevverc.... 29
Figura 32- Multiplicacdo da cultura de referéncia de Staphylococcus em fungao do
pH e NaCl .29
Figura 33- Multiplicacdo da cultura 106 de Staphylococcus em funcao do pH e
NaCl .30

Xii



Lista de tabelas

Tabela 1- Caracterizacao de culturas de Staphylococcus usadas ...........c..cccoocovvieinininnnce. 9

Tabela 2- Valores de temperatura, NaCl e pH para contagem em placa de
SEAPAYIOCOCCUS ... 12

Xiii



