Agar DICLORAN ROSA DE BENGALA CLORANFENICOL

us

O agar Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol é recomendado para a contagem de bolores e
leveduras viaveis que se desenvolvem em produtos destinados ao consumo humano e animal com
uma atividade aquosa (aw) maior do que 0,95. Este é o método recomendado na norma NF ISO
21527-1 de dezembro de 2008.

HISTORIA

Os primeiros meios seletivos destinados a contagem de bolores e leveduras usavam um pH acido
para limitar a proliferacdo de bactérias. Em 1962, o trabalho desenvolvido por Mossel para detecgéo
de bolores e leveduras em alimentos mostrou a superioridade do meio a um pH mais neutro e
contendo um agente antibacteriano em relagdo ao sistema baseado em pH acido somente. Em
1973, Jarvis desenvolveu e usou com sucesso o Rosa de Bengala Clortetraciclina. Durante o curso
do trabalho posterior em 1979, King et al. mostraram que a introdu¢ao do dicloran e a reducdo da
concentracao do rosa de bengala permitia uma maior recuperagdo dos bolores. Os resultados
obtidos por estes mesmos autores também demonstraram que a esporulagao foi melhor controlada a
um pH de 5,6 neste meio.

Similarmente em 1978, Korburger e Rogers mostraram a eficiéncia da combinac&o do cloranfenicol e
clortetraciclina na inibicdo bacteriana. Finalmente, em 1992, baseado nos estudos comparativos de
deteccao e contagem, Beuchat propds que uma inoculagédo de superficie era favorecida em relagao
a um método de despejamento em placa para a contagem de bolores & leveduras.

PRINCIPIOS

A triptona e a glicose asseguram o crescimento dos bolores e leveduras.

O dicloran e o rosa de bengala inibem a invasao de bolores e reduzem o tamanho das
outras colénias. O rosa de bengala é facilmente assimilado pelas leveduras o que
tende a facilitar a sua contagem colorindo elas de rosa.

A presenca do cloranfenicol, um antibiético resistente ao calor, e da clortetraciclina reforca a
seletividade do meio contra a maioria das bactérias contaminantes.

- 0 zinco e o cobre sob a forma de sulfatos aumentam a produgéo de pigmento pelos bolores.
O tergitol limita a proliferacédo de Mucoraceae.
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PREPARACAO

Suspender 30,0 g do meio desidratado (BK198) em 1 litro de agua destilada ou desmineralizada.
Lentamente levar a ebulicdo, com agitagcao constante até a dissolugao completa.

Dispensar 100 mL em frascos.

Esterilizar em um autoclave a 121°C por 15 minutos.

Se o formato pronto para derreter € usado (BM149 ou BM142), derreter o meio por pelo menos
uma quantidade de tempo minima necessaria para atingir a liquefagao total.

Resfriar e manter entre 44-47°C.

NOTA 1:

Uma liquefacao parcial do meio inevitavelmente levara a uma significativa modificagdo na forca do
gel do agar solidificado, apds a esterilizagao e resfriamento.

INSTRUCOES PARA USO

Contagem via inoculacio de superficie:

- Despejar em placas de Petri estéreis.

- Deixar solidificar sobre uma superficie fria.

- Secar as placas em uma incubadora, com as tampas parcialmente removidas.

- Transferir 0,1 mL do produto a ser analisado e suas diluicdes seriadas em decuplicata para estas
placas preparadas ou usar as placas pré-vazadas BM143.

- Espalhar o in6culo uniformemente sobre a superficie usado uma alga de Drigalski estéril.

- Incubar a (25 £ 1)°C por 2 a 5 dias, ao abrigo da luz.

NOTA 2:

Nao inverter as placas durante a incubacdo a fim de impedir a reinoculagdo das placas com os
esporos de bolores eventualmente presentes na superficie, durante a manipulagéo repetida.

Contagem via inclusdo (método de contagem em placa):

- Transferir 1 mL do produto a ser analisado e suas diluicbes seriadas em decuplicata para placas
de Petri vazias e estéreis.

- Despejar 10 a 15 mL do meio.

- Misturar bem por agitacéo.

- Deixar solidificar sobre uma superficie fria.

- Incubar a (25 £ 1)°C por 2 a 5 dias, ao abrigo da luz.

NOTA 3:

Quando se utiliza a técnica de inoculacido por inclusdo, a equivaléncia dos resultados deve ser
validada contra a de inoculagdo de superficie.

NOTA 4:

Produtos de decomposicdo citotoxica produzidos pela exposicdo a luz podem resultar em
subestimagdo da microflora presente na amostra. E, portanto, altamente recomendado evitar a
exposicao a luz durante a incubacéo.
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RESULTADOS

As placas devem ser lidas entre 2 e 5 dias de incubacdo. Reter apenas aquelas placas contendo
menos do que 150 unidades formadoras de colénias ou formadoras de micélios. Se uma rapida
invasao das placas é observada, reter as contagens feitas apds 2 dias, em seguida, novamente apds
5 dias de incubacido. Se necessario, contar separadamente os bolores & leveduras. As leveduras
aparecem rosa devido a assimilacdo do rosa de bengala. As colénias de leveduras e as de bactérias
nao-inibidas podem ser confundidas durante as contagens; neste caso um teste de confirmacgao
envolvendo exame micro ou macroscoépica pode tornar-se necessario.

COMPOSICAO TiPICA do meio completo
(pode ser ajustada para se obter um melhor desempenho)

Para 1 litro de meio:

- Polipeptona.... ..o 50¢g
€11 o7o 1-1= YRR 10,0 g
- Fosfato monopotassiCo.........ooouvviiiiiiiiic e 109
- Sulfato de magneésio, 7H2O0..........ueiiiiiiiiiiiee e 0,5¢
- Diclorano (dicloro-2,6-nitro-4-anilina)...........cccccceeeiiiiiiiiinnceceeeens 2,0 mg
-Rosade bengala............ooooviiiiiiiiiiiiii 25,0 mg
= CloranfeniCol.........cuuieeeee e 50,0 mg
- Cloridrato de clortetracicling............coooouiiiiiiiii e, 50,0 mg
- Sulfato de ziNCOo, TH2O......ooeeeeeeeeeee e, 10,0 mg
- Sulfato de cobre, SHaoO ... ..o 5,0 mg
S Tergitol. e 1,0 mL
Ve - SO 12,4 g

pH do meio pronto para uso a 25°C: 5,6 + 0,2.

CONTROLE DE QUALIDADE

- Meio desidratado: pé creme a rosado, de fluxo livre e homogéneo.
- Meio preparado (completo): agar rosa.
-Tipica resposta da cultura apos 5 dias de incubagao a 25°C™ :

Microrganismos - Cresume.nfco .
(Indice de Produtividade: Pr)

Saccharomyces cerevisiae ATCC® 9763 Pr=50%
Candida albicans ATCC 10231 Pr=50%
Aspergillus brasiliensis DSM 1988 Pr=>50%
Mucor racemosus ATCC 42647 Pe> 50%
Escherichia coli ATCC 25922 o

. " inibido, valor 0
Bacillus subtilis ATCC 6633 |n|b|d0, valor 0

() De acordo com NF ISO 21527-1
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ESTOCAGEM / SHELF LIFE

Meio desidratado: 2-8°C.
- A data de validade esta indicada na etiqueta.

Meio preparado (valor de referéncia*):
- Meio em frascos: 3 meses entre 2-8°C, ao abrigo da luz.
- Meio em placas: 7 dias entre 2-8°C, ao abrigo da luz.

Meio pronto para derreter em frascos:
- Armazenar entre 2-8°C, ao abrigo da luz.
- A data de validade esta indicada na etiqueta.

Meio pré-vazado em placas:
- Armazenar entre 2-8°C, ao abrigo da luz.
- A data de validade esta indicada na etiqueta

EMBALAGEM Cédigo
Meio pronto para derreter em frascos:

- 10x 100 mL BM14908
- 10 x 200 mL BM14208

Meio pré-vazado em placas de Petri (3 90 mm):
- 20 placas BM14308

Meio desidratado:
- Frasco de 500 g BK198HA
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*O valor de referéncia corresponde a vida de prateleira esperada quando preparados sob condi¢des laboratoriais normais, seguindo as
instrugdes do fabricante. E fornecido apenas como guia e sem garantia, expressa ou implicita associada com esta informagao.

As informagdes fornecidas na embalagem procedem de formulagdes ou instrugdes descritas neste documento.
As informacgdes e especificagdes contidas nesta ficha técnica datam de 12/01/2010.

Elas estéo sujeitas a alteragbes a qualquer momento, sem aviso prévio.

Cédigo do documento: BK198/A/2009-02: 3.
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