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TSN AGAR
Deteccidn y recuento de Cl.perfringens y sus esporas

COMPOSICION

Triptona 15,09
Extracto de levadura 10,0 g
Sulfito sodico 1049

Citrato férrico amoniacal 0,5¢g
Sulfato de neomicina 20,0 mg
Sulfato de polimixina 50,0 mg
Agar-agar 1359
(Formula por litro)
pH final: 7,2 £ 0,2

PREPARACION

Disolver 40 g de medio en 1 litro de agua destilada. Calentar agitando hasta
ebullicion para su completa disolucion.

Repartir en tubos. Autoclavar a 116 °C durante 15 minutos. Utilizar de
inmediato a su preparacion para evitar su oxigenacion letal.

NOTA: Para mejorar el desarrollo de colonias negras de Clostridios, afiada 1
vial del suplemento estéril VMT136 a cada 100-1000 ml de medio estéril,
hervido para desoxigenarlo y una vez enfriado a unos 45-50 °C.

PARA USO EXCLUSIVO EN LABORATORIO
MANTENGA EL BOTE BIEN CERRADO EN LUGAR SECO, FRESCO Y
OSCURO. AGITE EL BOTE ANTES DE USAR.

DESHIDRATADO CODIGO: DMT131

CONTROL DE CALIDAD DEL MEDIO

Realizado en nuestro laboratorio; es prudente repetirlo en su laboratorio
siempre que varien las condiciones (mas de 3 meses sin usar, tras desinfectar
laboratorio, tras conservar a alta T2, cuando adquiere aspectos extrafios aunque
no haya llegado la fecha de caducidad tedrica de la etiqueta,...)
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DESHIDRATADO: Polvo grueso, Amarillo  PREPARADO: Estéril, Ocre
CONTROL DE CRECIMIENTO CUANTITATIVO 24-48 h a 44°C

aproximadamente, en anaerobiosis:

Clostridium perfringens WDCMO00007 y WDCM 00080, Colonias negras, pardas o grises.
PR > 0,7 respecto al numero de ufc certificadas e inoculadas en otro lote validado de TSC.
Con respecto a Schaedler, recuento 75-112%, pero de forma selectiva y diferencial; esta
variabilidad de la productividad depende de la composicién y carga de la flora acompafante
inoculada.

E.coli WDCMO00013, Ni una sola colonia. O a lo sumo, inhibido con colonias blancas.
Bacillus subtillis WDCMO00003, Inhibido.

Staphylococcus aureus WDCMO00033, Inhibido, a lo sumo colonias blancas.

PRESENTACION: MEDIO DESHIDRATADO (BASE) CON
SUPLEMENTO. También hay tubos preparados, asi como viales MF de
caldo y PLAQUITAS HERMETICAS MF, con Cicloserina adicional
(TSN+C Agar/Broth).

Tryptone Sulphite Neomycin Agar es un medio recomendado para detectar y
enumerar esporas de Clostridium perfringens. Resulta mas comodo que el TSC
al no necesitar adicion de suplementos. Sin embargo, en los intercomparativos
SEILA, se demuestra que el TSC detecta mejor los Cl.perfringens

SIEMBRA

Se siembra en profundidad (afiadiendo el medio enfriado a unos 75 °C a una
placa con 1 ml de muestra) y se incuba en anaerobiosis (jarras o bolsas
MICROKIT). Incubar a 46 °C aproximadamente, durante 24 horas. Resulta
mas recomendable sembrar 1 ml sobre un tubo (TPL137) hervido y enfriado a
75°C (para detectar y enumerar esporas) o a 45°C (para detectar y enumerar
formas vegetativas), cerrar, voltear sin agitar para mezclar sin oxigenar,

incubar vertical (ahorrando las jarras y
los generadores de anaerobiosis) y contar
directamente en el tubo las colonias

INTERPRETACION

Contar los puntos negros (colonias de ClI. perfringens). Las colonias blancas o
grises son presuntivas si la anaerobiosis no ha sido correcta.

negras, que crecen en anaerobiosis en
toda su altura (por debajo de los 3-5 mm
oxigenados de la superficie).

NOTA IMPORTANTE: En anaerobios estrictos es fundamental minimizar el tiempo de exposicion al aire durante el analisis, ya que el
oxigeno destruye las células y reduce la carga real hasta 3 log en solo unos minutos. Actue con la misma prisa que actuaria si estuviera
Ud. en una atmésfera de anaerobiosis. C.perfringens debe incubarse a 442C, ya que muchos facultativos dan falso positivo a 372C

El usuario final es el Unico responsable de eliminar los microorganismos de acuerdo con la
legislacion medioambiental vigente. Autoclavar antes de desechar.
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