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AGAR CROMOGENICO DE ISOLAMENTO DE CRONOBACTER
DETECGAO DE CRONOBACTER
Uso

O Agar CCl é usado para a deteccdo de Cronobacter spp. em produtos alimenticios e
ingredientes destinados a consumo humanos e ragdes. Também é utilizado para o controle de
amostras ambientais. O Agar CCl é usado em particular para a deteccdo de Cronobacter
sakazakii e outras espécies em leite em po, produtos desidratados e formulagbes infantis. O
tipo de composicédo do Agar Cromogénico de Isolamento Cronobacter estd em conformidade
com a formulagéo encontrada na diretiva NF EN ISO 22964.

HISTORIA

Cronobacter sakazakii (anteriormente Enterobacter sakazaki) € um bacilo Gram-negativo,
movel, ndo esporulado, anaerdbio facultativo, que forma colbnias amarelas pigmentadas apos
48-72 horas de incubagdo em meio ndo seletivo. E um patégeno oportunista, causador de
meningite e enterite, particularmente em recém-nascidos e criancas, e embora a frequéncia
seja bastante baixa em 1 em 100.000, a mortalidade é alta em cerca de 20 a 50%. Enquanto
cepas desta espécie foram isoladas de diferentes alimentos, apenas aqueles produtos
destinados a alimentos infantis sdo envolvidos nos episédios infecciosos. Estudos tém
mostrado que 100% do Cronobacter sakazakii foram positivos para a-glucosidase quando ao
mesmo tempo 100% das outras espécies de Cronobacter foram negativas para esta enzima.
Com base nessas observagbes, o substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-
glucopiranosideo (X-a-glucosideo) foi proposto para diferenciar esta cepa de outros membros
da familia Enterobacteriacae.

PRINCIPIOS

Triptona estimula o crescimento do Cronobacter.

O extrato de levedura é uma fonte de vitamina B complexa.

O cloreto de sédio mantém a pressao osmatica.

O desoxicolato de sédio permite a inibicdo da flora Gram positiva.

A enzima a-glicosidase hidrolisa o X-a-glicosideo e libera a aglicona 5 bromo-4-cloro-indolol.
Na presenca de oxigénio, essa aglicona é dimerizada e forma o pigmento bromo-cloro-indigo.
A associacdo de citrato de aménio férrico e tiossulfato de sodio permite a diferenciacdo de
enterobactérias H,S positivas das de Cronobacter.

COMPOSIGAO TiPICA
(A composic¢ao pode ser ajustada para atingir o desempenho ideal).

Para 1 litro de meio:
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- 5-bromo-4-cloro-3-indolil, a-D-glucopiranosideo .............ccccceeeieiiiiiiineenieen. 150,0mg
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- Agar bacteriolégico

pH do meio pronto para uso a 25°C: 7,3 £ 0,2.

PREPARAGCAO

- Dissolver 31,6 g de meio desidratado (BK200) em 1
desmineralizado.

- Lentamente, leve a ebuligdo, com agitagdo constante, até a
completa dissolugéao.

- Distribuir em tubos ou frascos.

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

- Resfriar e manter a 47-50°C.

- Despejar em placas de Petri e deixar solidificar em uma superficie
fria.

litro de agua destilada ou

Reconstituicao:

36,1 g/L
- Esterilizacio:
15 mina 121°C

INSTRUCAO DE USO

- Adicionar assepticamente 10 g ou 10 mL da amostra

para testar em 90 mL de agua peptonada tamponada. - Pré-enriquecimento
- Usar um misturador mecéanico se necessario.
- Incgbar o caldo a 36’t 2°$3 por'18 2 hora.s.. Diluicdo 1:10
- Retirar 0,1 mL do pré-enriquecimento e adicionar em 10 o

mL de caldo de triagem para Cronobacter (BM155). 18 h .a 36 C
- Incubar a 41,5 + 1,0°C por 24 + 2 horas. - Enriquecimento:
- Inocular 0,1 mL do meio de enriquecimento no meio 0,1 mL

CCl. 24 ha41,5°C
- Incubar a 41,5 + 1,0°C por 24 + 2 horas. - Detecgao:

Estriar uma alcada do inéculo

NOTAS: 24 ha41,5°C

Para tamanhos de amostra maiores, pré-aqueca a Agua Peptonada Tamponada a 36 + 2°C.
Determinada  concentragdo da amostra pode comprometer a  recuperagao
de cepas estressadas de Cronobacter na presencga de outros microrganismos. O usuario deve
determinar protocolo a ser seguido.

RESULTADO

Caracteristica das colbnias:

Microrganismos Caracteristica da colénia

Cronobacter spp. Colbnias azuis a verde-azuladas de 1 a 3 mm

Escherichia coli
Salmonella spp, Proteus
Bactérias Gram-positiva

Colbnias brancas com centro esverdeado
Coldnias com centro preto
Inibido

Prosseguir com os testes de confirmagéao.

CONTROLE DE QUALIDADE

Meio desidratado: p6 bege e homogéneo.
Meio preparado: dgar ambar transparente
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Resposta de cultura tipica apés 24 de incubacgéo a 41,5°C:

Microrganismos Crescimento Caracteristica
Cronobacter sakazakii WDCM 00214 Bom Colbnias verde-azuladas
Cronobacter muytjensii WDCM 00213 Bom Colbnias verde-azuladas
Enterobacter cloacae WDCM 00083 Bom Colbnias brancas
Staphylococcus aureus WDCM 00034 Inibido -

ARMAZENAMENTO / VALIDADE

Meio desidratado: 2-30°C.
Meio pré-derramado em placas de Petri: 2-8°C.
A data de validade esta indicada na etiqueta.

Meios preparados em placas (*): 30 dias a 2-8°C.
(*) Valor de referéncia determinado sob condigbes de preparagdo padrdo, seguindo as

instrugdes do fabricante.

APRESENTACAO

Meio desidratado:
FrasCo A€ 500 G ...uueiiiiiiiiiiiiee ittt BK200HA

Meio pré-derramado em placas de Petri (3 90 mm):
P o] = Tor= T P URPR PP BM15408
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OUTRAS INFORMAGCOES

As informagdes fornecidas nos roétulos tém precedéncia sobre as formulagbées ou instrugbes
descritas neste documento e sdo suscetiveis de modificacdo a qualquer momento, sem aviso
prévio.

Cddigo do documento: CCl AGAR_EN V5

Criacao de data: 03-2016

Data de revisédo: 02-2019

Motivo da revisdo: Nova embalagem, meio desidratado.
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