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INSTRUCOES DE USO

AGAR BASE TSC
Meio recomendado para a detec¢do e enumeragao de Clostridium perfringens em alimentos.

Descricao
O AGAR BASE TSC (Triptose Sulfito Cicloserina) é um meio recomendado para a detecg¢do e enumeragdo seletiva de

Clostridium perfringens em alimentos.

Composicao

Férmula em g/L
Digestdo enzimatica da caseina 15,0
Agar bacteriolégico 15,0
Extrato de levedura 5,0
Digestdo enzimatica de soja 5,0
Dissulfito dissédico anidro 1,0
Citrato de amonio férrico 1,0
pH 7,6 £0,2 2 25°C

Preparagao

Suspender 42 gramas do meio em um litro de dgua destilada. Misture bem e dissolva sob agita¢do frequente. Ferva
por um minuto até dissolugdo completa. Esterilize em autoclave a 121°C por 15 minutos. Resfrie o meio de acordo
com a normativa aplicavel e, assepticamente, adicione dois freasco do Suplemento Seletivo para Clostridium
perfringens reconstituidos (cada um ) em 5 mL de agua destilada estéril aquecida. Se desejavel, 25 mL do Suplemento
de emulsdo de gema de ovo podem ser adicionados (ndo indicado na normativa ISO). Homogenize gentilmente e
dispense em placas de petri.

Usos

O agar base TSC foi originalmente formulado por Harmon para a identificagdo presuntiva e enumeragdo de
Clostridium perfringens em alimentos. O meio tem sido documentado como um dos vdrios meios utilizados para a
recuperagao quantitativa de C. perfringens, enquando suprime o crescimento de outras bactérias anaerdbicas
facultativas. O meio é recomendado pelo Comité de Normativas ISO. Dependendo da formulagdo, suplementos sdo
adicionados para aumentar a seletividade do meio. O suplemento de emulsdo de gema de ovo é adicionado para a
demonstracado da atividade lecitinase que, apds a incubagdo, as bactérias produtoras de lecitinase produzem uma
area opaca ao redor das col6nias.

A base nutriente proporciona condi¢gdes 6tiumas para o desenvolvimento de Clostridia. A triptose e a peptona de soja
provém nitrogénio, vitaminas, minerais e aminoacidos essenciais para o crescimento. O extrato de levedura é fonte
de vitaminas, particularmente do complexo B, essenciais para o crescimento bacteriano. O citrato de aménio férrico
e o dissulfito dissédico sdo indicadores de H,S. O 4gar bacterioldgico é o agente solidificante. A cicloserina inibe a
flora bacteriana associada e pode fazer com que as coldnias se desenvolvam e permanegam menores.

As colbnias que produzem sulfeto de hidrogénio sdo caracterizadas por um enegrecimento devido a reagdo com o sal
férrico. A degradacdo da lecitina de gema de ovo gera produtos insoliveis que acumulam ao redor das coldnias,
formando um precipitado branco. Apds 24 horas de incubagdo, todas as colonias negras, licitinase positiva bem como
as lecitinase negativa, devem ser consideradas como presuntivas para C. perfringens e os testes confirmatdrios
correspondentes devem ser feitos.

Instrugées de Uso
Enumeracao de Clostridium perfringens em alimentos, de acordo com a ISSO 7937
- Transfira 1 mL da suspensao inicial para placas de petri vazias.
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- Derrame 10 a 15 mL do agar TSC (44-47°C) nas plascas e misture com o indculo rotacionando gentilmente cada
placa. Quando o meio solidificar, adicione uma sobrecamada de 10 mL de agar TSC.

- Incube sub condigdes anaerdbicas a 37°C por 20 + 2 horas.

- Apds 24 horas de incubagdo, todas as colonias negras, as lecitinase positiva e as lecitinase negativa devem ser
consideradas como positivas presuntivas para C. perfringens e os testes confirmatdrios correspondentes devem ser
realizados.

Enumeragdo de Clostridium perfringens em amostras de agua de acordo com a ISSO 14189:

- Filtre um volume conhecido de 4gua, para produzir entre 10 e 80 col6nias na membrana.

- Coloque a membrana na placa de agar TSC.

- Incube as placas com os filtros, sob condigdes anaerdbicas a 44 + 1°C por 21 + 3 horas, invertidas.

- Apds 24 horas de incubagdo, todas as colonias negras, as lecitinase positiva e as lecitinase negativa devem ser
consideradas como positivas presuntivas para C. perfringens e os testes confirmatdrios correspondentes devem ser
realizados.

Controle de Qualidade

Cor do meio Cor do meio
lubili Aparénci H final (25°
Solubilidade paréncia desidratado preparado pH final (25°C)
Sem resultados Po6 fino Bege RS, B ESs 7,6+0,2
opalescente

Teste Microbioldgico

Conforme ISO 11133, Microbiologia de alimentos: Clostridium perfringens e Escherichia coli.

Condi¢Ges de incubagdo: 37 + 1 °C, atmosfera anaerdbica, 20 £ 2 h.

CondicBes de inoculagdo: Produtividade quantitativa (100 + 20 Min. 50 UFC)/ Seletividade (104 — 106 UFC).
Meio de referéncia: TSA.

Conforme ISO 11133, Microbiologia da agua: Clostridium perfringens e Bacillus subtilis.

CondigBes de incubagdo: 44 + 1 °C, atmosfera anaerdbica, 21 + 3 h.

CondigBes de inoculagdo: Produtividade quantitativa (100 + 20 Min. 50 UFC)/ Seletividade (104 — 106 UFC).
Meio de referéncia: TSA.

Microorganismo Especificagio Reagdo caracteristica

Clostridium perfringens ATCC Colbnias negras

Crescimento bom > 50%

13124
Escherichia coli ATCC 25922 Inibigdo total
Bacillus subtilis ATCC 6633 Inibicdo total

Armazenamento
Armazenar entre 2 e 25°C
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International standard 1SO 7937 Microbiology of food and animal feeding stuffs-Horizontal method for enumeration
of Clostridium perfringens —colony count technique.

International standard ISO 14189 Water quality — Enumeration of Clostridium perfringens — Method using
membrane filtration.
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