CALDO HALF-FRASER

Uso

O Caldo Half-Fraser é usado para o enriquecimento seletivo e diferencial de Listeria
monocytogenes em leite e produtos lacteos, bem como em outros produtos alimenticios que
possam conté-las.

HISTORIA

O meio estudado por Fraser ef al., em 1988 € uma modificacdo da formulagdo de Donnelly e
Baigent. A composi¢do da base é idéntica a do Caldo UVM e foi modificada pela adicao de
cloreto de litio como agente seletivo e de citrato de aménio férrico para visualizagdo de culturas
que hidrolisam esculina, pelo escurecimento resultante do meio.

PRINCIPIOS

A recuperagdo muito boa de Lisferia monocytogenes é assegurada pelas diferencas de
concentracdao em acido nalidixico e acriflavina entre Half-Fraser e Fraser, bem como as
proprias duas etapas de enriquecimento. O caldo Half-Fraser permite a etapa de
enriquecimento primario, sendo o enriquecimento secundario realizado em Caldo Fraser.
Polipeptona, extrato de levedura e extrato de carne fornecem os nutrientes necessarios para
o crescimento da Listeria.

O alto teor de cloreto de s6dio aumenta a seletividade do meio.

Os fosfatos tamponam o pH do meio.

A esculina é hidrolisada pela Listeria em glicose e esculetina, este Ultimo composto
formando um complexo negro com ions férricos fornecidos pelo citrato férrico, adicionado
imediatamente antes do uso, o que também favorece o crescimento da Listeria.

O cloreto de litio inibe o crescimento da maioria dos enterococos, que também podem
hidrolisar a esculina.

O acido nalidixico bloqueia a replicacdo do DNA de bactérias sensiveis a este agente
antibacteriano.

O crescimento da microflora Gram-positiva secundaria ¢ inibido pela acriflavina.

COMPOSICAO TiPICA

(O meio pode ser ajustado para obter um desempenho ideal).

Para 1 litro de meio:

POlIPEPIONG. ..ot 10,00 g
=1 (oo (SN (oYY <Y [N = 5009
=1 (oo (SN o= o U= TR 5009
Cloreto de SOIO.........oooiieee e 20,00 g
Fosfato dissOdICO @nidro............eeeeiiiiiiieiiiiiiiiccee e 9,60g
Fosfato MONOPOLASSICO..........coiiiiiiiiicce e 1,359
ESCUING. ..ottt et e et e e e et e e e e en e e e eannns 1,00 g
(040741 (o X e [N 1] 1T TSR PPPPPPTTOR PP 3,00g
ACIAO NANAIXICO. ...ttt 10,0 mg
Acriflavina (Cloridrato)...........oooi i 12,5 mg
Citrato de amONIO FEITICO. ........ i et e e 0,509

pH do meio pronto a usar a 25°C: 7,2 + 0,2.
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PREPARAGCAO

- Dissolver 55,0 g de meio Fraser base |l desidratado (BK133) ou base Half-Fraser (BK173)
em 1 litro de 4gua destilada ou desmineralizada.

- Mexer lentamente até a dissolugdo completa.

- Dispensar em frascos a 225 mL por frasco.

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

- Resfriar o meio a 25°C.

Meio Fraser base Il (BK133):

- Adicionar assepticamente 2,25 mL de suplemento seletivo de meio Fraser BS030
reconstituido ou 2,0 mL de suplemento seletivo BS032 reconstituido.

- Misturar bem.

Base meio Fraser (BK173):

- Adicionar assepticamente 2,25 mL de uma solugéo de citrato de aménio férrico, 5% (BS059
ou BS062).

- Misturar bem.

INSTRUCAO DE USO

Enriguecimento primario

Para meios formulados, ou para frascos prontos para uso BM016, adicionar assepticamente 25
g do produto para realizagéo do teste.

- Misturar bem.
- Incubar a 30°C.

Ap6s 24 horas de incubacdo, realizar o isolamento no meio seletivo apropriado: Agar Oxford
(BK110 + BS003 ou BM019), Agar PALCAM (BK145 + BS004 / BS049 ou BM020), COMPASS
Listeria Agar (BM123 ou BM124).

Além disso, transferir 0,1 mL da cultura para 10 mL de caldo Fraser (BK133 + BS031, BK115 +
BS059 ou BS062, BM013).

Enriguecimento secundario

Apos a inoculagao, incubar o Caldo Fraser a 37°C.

ApOs 24 e 48 horas de incubacgao, realizar isolamentos seletivos em meio solido seletivo
usando uma alga loop de platina.

NOTA: O meio base BK173 nao pode ser usado para o enriquecimento secundario.

RESULTADO
Identificar as colbnias tipicas e submeta-las a testes de identificacao.

NOTA: Todos os tubos, com ou sem escurecimento, devem ser transferidos para meio seletivo.
Um periodo minimo de 24 horas é necessario para permitir a visualizagao da cor preta.

As amostras suspeitas devem ser sistematicamente transferidas para meios de isolamento
seletivo, mesmo na auséncia de mudanca de cor.
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CONTROLE DE QUALIDADE

- Meio desidratado: pé amarelado e homogéneo.
- Meio preparado (completo): solugdo acastanhada com reflexo azulado, podendo apresentar
precipitado.

- Resultado da cultura tipica apos 24 horas de incubagao a 30°C, seguida por subcultura em
Agar Oxford:

Microrganismos Crescimento em Agar Oxford

Listeria monocytogenes CIP 59.53 210 col6nias caracteristicas

e  Enterococcus faecalis ATCC® 29212

e  Escherichia coli ATCC 25922
Listeria monocytogenes CIP 78.31 210 colbnias caracteristicas

e  Enterococcus faecalis ATCC 29212

e  Escherichia coli ATCC 8739
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Inibido
Escherichia coli ATCC 25922 Inibido

ARMAZENAMENTO / VALIDADE DE PRATELEIRA

Meio basico desidratado: 2-30°C, protegido da luz.
- Adata de validade esta indicada na etiqueta.

Meio preparado (valor de referéncia®):
- Meios de base em frascos: 6 meses a 2-8°C, protegidos da luz.
- Meio completo em frascos: 8 dias a 2-8°C, protegido da luz.

Meio pronto para uso em frascos ou bolsas flexiveis,
Suplementos seletivos para caldo Half-Fraser
Citrato de aménio férrico, solugao estéril a 5%:

- Armazenar entre 2-8°C, protegido da luz.

- As datas de validade estao indicadas nas etiquetas.

APRESENTACAO

Cédigo
Meio pronto para uso em frascos:
= 10 X 225 ML i e BM01608
Meio pronto para uso em sacos flexiveis:
5 B X BHIIOS oottt BM13308
= 2 X B TIIOS oo BM13408
Meio base Fraser Il desidratado:
(sem citrato de aménio férrico, acido nalidixico ou acriflavina):
- Frasco de 500 g ....oooiuiiiiiiiiee e BK113HA
= TambOr de 5 Kg weeeieiiiiiiie s BK113GC
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Suplementos seletivos de meio Fraser (para base BK133)
- Embalagem com 10 fraSCoS ........cccceviiiiiiiiiiiiee e BS03008
- Embalagem com 8 fraSCoS .........coccvvreiiiiiii e BS03208

Base Half-Fraser desidratada (sem citrato férrico de aménio):
= Frasco de 500 g ...coocoeiiiiiiee e BK173HA
- Balde de 5 KG ueeiiieie e BK173GC

Citrato de aménio férrico, suplemento de solugao estéril a 5%:
- Frascos 10X90 ML ...covvueiieeieeeee et BS05098
= TUBOS 7XT10 ML oo ————- BS06208
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ANEXO 1: SUPORTE FOTOGRAFICO
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Referéncia do produto: [BK133HA, GC + BS03008 ou BS03208], [BK173HA, GC + BS05908
ou BS06208]; BM01608, BM13308 ou BM13408

Meio usado para: Enriquecimento seletivo e diferencial de Listeria monocytogenes em
alimentos.

Controle negativo Presuntivo
Amostra positiva

————— e i e g

Caldo Fraser
Ref: BM01308
Incubagéo: 24 horas / 37°C
Caracteristicas: tubo escurecido (a direita) uma indicagéo presuntiva de crescimento de
Listeria monocytogenes (reducao da esculina), no entanto a confirmagéo ainda é necessaria.

Nota: Half Fraser demonstrara o mesmo tipo de escurecimento, mas em frascos de 225 mL.

* O valor de referéncia refere-se ao valor esperado sob condigdes laboratoriais padrdo seguindo as instrucdes do
fabricante. E fornecido apenas como um guia e ndo garantia, implicita ou ndo, esta associada a essas informagoes.

As informagdes fornecidas na embalagem prevalecem sobre as formulagdes ou instrugdes descritas neste documento.
As informagdes e especificagdes contidas nesta ficha técnica datam de 31/07/2009.

Eles séo suscetiveis a modificagdes a qualquer momento, sem aviso prévio.

Documento de cédigo: BK133 / A/ 2003-01: 11.
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