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AGAR TRIPTONA SULFITO NEOMICINA (TSN)
ENUMERAGAO DE MICRORGANISMOS REDUTORES DE SULFITO
Us

O Agar Triptona Sulfito Neomicina (TSN) destina-se principalmente & enumeragdo de
anaerobios redutores de sulfito em alimentos.

HISTORIA

O Agar Triptona Sulfito Neomicina (TSN) foi recomendado por Mossel e desenvolvido por
Marschall ef al, em 1965 para o isolamento seletivo e enumeragdo de Clostridium
perfringens em alimentos e outras amostras, principalmente amostras contaminadas por uma
microbiota secundaria. A detec¢do de Clostridium perfringens foi baseada nas seguintes
caracteristicas:

- Crescimento ideal a 46°C,

- Tolerancia a Neomicina e Polimixina,

- Forte capacidade de reduzir o sulfito.

PRINCIPIOS

A presenga simultdnea de neomicina e polimixina B torna o meio inibitério para
Enterobacteriaceae.

A neomicina inibe o crescimento da maioria das cepas de Clostridium bifermentans.

Os microrganismos redutores de sulfito reduzem o sulfito a sulfeto formando, com o citrato
férrico, um precipitado sulfureto de ferro preto em torno das colénias.

COMPOSICAO TiPICA

(A composic¢ao pode ser ajustada para obter um desempenho ideal).

Para 1 litro de meio:

S 41 o) oo = 15,0g
- Extrato de levedura autolitica .........ccccooeeeiiiiiiiiiee e, 10,0g
S 10 111 (oo [STK=To o 1o RN 1,09
- Citrato férrico amoniacal ............cooeoieeiiiiie e 0,59
- Sulfato de NEOMICING .......eiiiiiiiiie e 50 mg
- Sulfato de polimiXing B ..........ccuiiiiiiii e 20 mg
- AQAr DACLEOIOGICO ...ttt 13,59

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

PREPARACAO

- Suspender 40,0 g de meio desidratado (BK0O0O1) em 1 litro de agua destilada ou
desmineralizada.

- Lentamente, leve o0 meio para ferver com agitagéo constante até sua completa dissolugao.

- Distribuir em tubos ou frascos.

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

- Resfriar e manter o meio a 44-47°C. Reconstituicdo:
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- Esterilizacéo:
15 mina 121 °C




INSTRUGAO DE USO

Uso em tubos:
- Aquecer a amostra a ser analisada para destruir as formas

vegetativas e ativar os esporos. - Semeando:
- Transferir 1 mL do in6culo e suas sucessivas diluicbes decimais
para os tubos, evitando ao maximo incorporar ar ao meio. Em
- Homogeneizar perfeitamente por inversdo completa. .
g P . P P profundidade
- Resfriar em banho de agua gelada. Incubacao:
- Incubar a 46 + 1°C por 24 + 2 horas. ) X
24 had6 °C

Nota: N&o superaquecer o meio.

Use em placas:

- Transferir 1 mL do inéculo e suas sucessivas diluigbes decimais para placas de Petri
estéreis.

- Despejar aproximadamente 15 mL de meio por placa.

- Homogeneizar perfeitamente e deixar solidificar sobre uma superficie fria.

- Incubar as placas em uma jarra de anaerobiose na presenca de uma mistura de gas de
hidrogénio e carbono.

RESULTADO

Para as placas, faca as leituras imediatamente apds abri-las, caso contrario, as colénias podem
ficar palidas devido a oxidacao do sulfeto de ferro.

Conte as col6nias que apresentarem halo preto.

Consulte o ANEXO 1: SUPORTE FOTOGRAFICO.

CONTROLE DE QUALIDADE

Meio desidratado: p6 bege e homogéneo.
Meio preparado: agar &mbar.

Resultado do cultivo apds 24 horas de incubagao anaerodbia a 46°C:

Crescimento (Razao

de produtividade: PR) Caracteristicas

Microrganismos

Clostridium perfringens WDCM 00007 Fr270% Colbnias pretas
Clostridium perfringens WDCM 00080 Fr270% Colbnias pretas
Bacillus cereus WDCM 00001 Inibido -
Escherichia coli WDCM 00013 Inibido -

ARMAZENAMENTO / VALIDADE DE PRATELEIRA
Meio desidratado: 2-30°C.
A data de validade é mencionada no rétulo.

Meio preparado: Nao recomendado, use imediatamente apds a preparagao.

APRESENTACAO
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Meio desidratado:
L= Toto e [T 00 o BKOO1HA
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OUTRAS INFORMAGCOES

As declaragbes feitas nos rotulos predominam sobre as formulas ou instrugdes descritas neste
documento e estéo sujeitos a alteragdes a qualquer momento sem aviso prévio.

Cddigo do documento: GELOSE TSN_FR_V10.
Data de criagao: 04-2003

Data de revisédo: 10-2015

Motivo da revisao: Revisao geral

ANEXO 1: SUPORTE FOTOGRAFICO.

Agar TSN
Enumeracao de microrganismos redutores de sulfito
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Leitura:
Crescimento obtido apds 24 horas de incubacao a 46°C.

Clostridium spp.

Colbnia caracteristica:
cor preta
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