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PROCEDURES DE CONTROLE DE QUALITE

INTRODUCTION

Le Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate est un milieu a usages multiples pour la
culture des microorganismes exigeants et non exigeants, et pouvant également servir a
constituer une souchotéque.

MODE OPERATOIRE DU TEST

1. Réduire le milieu en faisant bouillir* les tubes avec les bouchons desserrés. Une fois
I'ébullition atteinte, resserrer immédiatement les bouchons et laisser les tubes refroidir
jusqu'a température ambiante.
*REMARQUE : Il n'est pas recommandé d'utiliser un four a micro-ondes.

2. Préparation des inoculum
Utiliser une culture agée de 48 a 72 h issue de Enriched Thioglycollate Medium, de
Chopped Meat Medium, ou de colonies provenant d'une boite de Pétri CDC Anaerobe
5% Sheep Blood Agar transférée dans un tube contenant du Enriched Thioglycollate
Medium préréduit et dont le niveau de turbidité a été ajusté a un niveau comparable a
celui du standard McFarland 0,5.

3. Utiliser une anse calibrée stérile (0,01 mL) pour ensemencer les tubes avec I'inoculum
normalisé pour chaque organisme.

4. Incuber les cultures, avec les bouchons resserrés, en atmosphére aérobie, a une
température de 35 + 2 °C.

5. Auboutde 18 a 24 h et de 42 a 48 h, examiner les tubes afin de contréler la croissance.
6. Résultats attendus

*Peptostreptococcus anaerobius.................. Croissance

ATCC 27337

*Bacteroides vulgatus ..........cccceceeeiienccnens Croissance

ATCC 8482

*Clostridium perfringens ..........cccccceveeneeeenn. Croissance

ATCC 13124

Clostridium NOoVYi A ......ccccecevencerineceeen Croissance

ATCC 7659

*Souche recommandée pour le Contréle de qualité réalisé par I'utilisateur.

CONTROLE DE QUALITE SUPPLEMENTAIRE

1. Examiner les tubes comme décrit a la rubrique « Détérioration du produit ».

2. Inspecter visuellement des tubes représentatifs pour s’assurer qu‘aucun défaut
physique ne peut interférer avec leur utilisation.

3. Déterminer le pH par potentiométrie a température ambiante afin de respecter la
spécification de 7,0 + 0,2.

4. Incuber des tubes représentatifs non ensemencés entre 20 et 25 °C et 30 et 35 °C, et les
examiner apreés 7 jours pour déceler une contamination microbienne éventuelle.

INFORMATIONS PRODUIT

APPLICATION

Le Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate (milieu au thioglycolate enrichi
avec carbonate de calcium) est un milieu a usages multiples utilisé lors de procédures
qualitatives de culture de microorganismes exigeants et non exigeants, y compris les
bactéries aérobies et anaérobies, a partir de divers matériaux cliniques et non cliniques. Il
peut aussi servir a constituer une souchoteque.

RESUME ET EXPLICATION

Le Enriched Thioglycollate Medium est un Thioglycollate Medium de BBL sans |'indicateur -
135C, et complémenté en vitamine K, et en hémine."? Ce bouillon enrichi est recommandé
pour l'isolement et la culture des microorganismes exigeants ou a croissance lente
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strictement anaérobies, présents dans les matériaux cliniques.*” Son utilisation est
également recommandée pour I'isolement et la culture d'une grande variété de
microorganismes aérobies et anaérobies facultatifs. Le milieu est préparé en atmosphére
anaérobie et livré en tubes munis de bouchons a vis, conformément aux recommandations
du CDC.* Il a été démontré que certains organismes anaérobies ont besoin de vitamine K, et
d'hémine pour se développer.®’

Le carbonate de calcium favorise la conservation des souches, car il neutralise les acides
produits lors de la croissance.’®

L'isolement des microorganismes contenus dans les matériaux cliniques exige souvent
|'utilisation d'un bouillon enrichi, en plus des milieux sélectifs, différentiels et non sélectifs
en boites de Pétri normalement utilisés pour I'isolement primaire. L'utilisation d'un milieu
« de secours » liquide diminue le risque de non-détection d'un agent étiologique
faiblement représenté et a croissance lente en boite de Pétri qui serait sensible a des
agents sélectifs ou a des mauvaises conditions d'incubation telle qu'une anaérobiose
insuffisante pour une croissance optimale des anaérobies stricts.

PRINCIPES DE LA METHODE

La caséine et les peptones de soja fournissent les aminoacides et d'autres substances
azotées nécessaires a la croissance bactérienne. L'extrait de levure est source de complexe
vitaminique B. Le chlorure de sodium contient les ions essentiels. Le dextrose est une source
d'énergie.

L'action réductrice du thioglycolate de sodium et du sulfite de sodium lie I'oxygene
moléculaire, et I'élimine ainsi du milieu, ce qui maintient un faible niveau de potentiel
d'oxydo-réduction (Eh).’ Une petite quantité de gélose est ajoutée pour ralentir
I'absorption d’oxygéne en diminuant les courants de convection du milieu.’

Certaines souches de Prevotella melaninogenica® ont besoin de vitamine K, pour se
développer. En outre, cette vitamine favorise la croissance de plusieurs souches
appartenant aux espéces Bacteroides et celle d'organismes Gram positifs non sporulés.”
L'hémine fournit le facteur X, qui stimule la croissance de nombreux microorganismes.

L'incorporation de carbonate de calcium est recommandée : sans cela, les organismes
exigeants pourraient croitre puis entrer dans une phase de mortalité massive. Le carbonate
de calcium contribue a neutraliser I'acide produit lors de la phase de croissance.*"

REACTIFS

Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate
Formule approximative* par litre d'eau purifiée

Digestion pancréatique de caséine
Digestion papaique de semoule de soja
Dextrose ...
Extrait de levure ..
Chlorure de sodium
Thioglycolate de sodium
Gélose
L-Cystine
Sulfite de sodium ...
Hémine
Vitamine K, ....
Eclat de marbre ... 1 par tube

QLuuUuuuuouuuouuuuuu

*Ajustée et/ou complémentée en fonction des critéres de performances imposés.

Avertissements et précautions
Réservé au diagnostic in vitro.

Il faut user de précautions lorsque I'on rend directement les résultats de la coloration Gram
et d'autres colorations microbiologiques, obtenus sur des échantillons de tissus préparés
avec ce milieu, du fait de la présence possible d’organismes non viables dans ce milieu.
Ouvrir avec précaution les tubes étroitement bouchés pour ne pas risquer d’'étre blessé par
un bris de verre.

Des microorganismes pathogénes, notamment les virus de I'hépatite et de
I'immunodéficience humaine, sont susceptibles d'étre présents dans les échantillons
cliniques. Respecter les « Précautions standard »™" et les consignes en vigueur dans
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I'établissement pour manipuler tout objet contaminé avec du sang ou d'autres liquides
organiques. Apres utilisation, stériliser a I'autoclave les tubes préparés, les récipients ayant
contenu des échantillons et tout autre matériel contaminé avant de les éliminer.

Instructions pour la conservation

Des réception, conserver les tubes dans I'obscurité, a une température comprise entre 2 et
8 °C. Ne pas les congeler ni les surchauffer. Ne pas ouvrir prématurément. Maintenir a |'abri
de la lumiére. Les milieux en tube conservés conformément aux instructions jusqu'au
moment de leur utilisation peuvent étre ensemencés jusqu'a la date de péremption
indiquée et incubés pendant les durées recommandées. Laisser le milieu s'équilibrer a
température ambiante avant de I’'ensemencer.

Détérioration du produit
Ne pas utiliser les tubes s'ils présentent des signes de contamination microbienne,
décoloration ou dessiccation, ou d'autres signes de détérioration.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les échantillons adaptés a la mise en culture peuvent étre manipulés selon différentes
techniques. Pour plus d'informations, consulter les publications citées en référence.”™"
Prélever les échantillons avant I'administration des agents antimicrobiens. Veiller a les
transmettre sans délai au laboratoire.

PROCEDURE
Matériaux fournis
Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate

Matériaux requis mais non fournis
Milieux de culture auxiliaires, réactifs, souches de contréle de qualité et matériel de
laboratoire requis.

Mode opératoire du test
Respecter les techniques d'asepsie.

Les milieux liquides pour I'incubation anaérobie doivent étre réduits avant
I'ensemencement. Pour cela, placer les tubes, bouchons desserrés, dans des conditions
anaérobies pendant 18 a 24 h avant de les utiliser. Le systeme anaérobie BD GasPak EZ est
une méthode efficace et simple pour obtenir des conditions anaérobies adaptées. Les
milieux liquides peuvent aussi étre réduits juste avant leur utilisation : les faire bouillir*,
bouchons desserrés, et les laisser refroidir a température ambiante, bouchons resserrés,
avant I'ensemencement.

Ensemencer I'échantillon dans le milieu choisi dés son arrivée au laboratoire. Les tubes de
milieux contenant des échantillons liquides doivent étre ensemencés avec une ou deux
gouttes de I'échantillon. Les biopsies servant a la culture des microorganismes doivent étre
hachées et dilacérées dans du bouillon réduit stérile comme I'Enriched Thioglycollate
Medium with Calcium Carbonate. L'ensemencement est ensuite exécuté de la méme
maniére que pour les échantillons liquides. Les échantillons prélevés par écouvillonnage
peuvent étre incorporés dans le bouillon apres I'ensemencement des milieux en boites de
Pétri. Il est aussi possible de « nettoyer » |'écouvillon dans un petit volume de bouillon
stérile pré-réduit, et d'utiliser ce bouillon pour ensemencer le milieu, en procédant de la
méme facon qu'avec les échantillons liquides.

Les échantillons contenant ou présumés contenir des organismes anaérobies stricts doivent
étre ensemencés pres du fond du tube. Incuber les cultures, avec les bouchons desserrés, en
atmosphére aérobie, a une température de 35 + 2 °C ou autre température adaptée.

Les cultures en bouillon doivent étre conservées au moins une semaine avant d'étre
déclarées négatives.®
*REMARQUE : Il n’est pas recommandé d'utiliser un four a micro-ondes.

Controéle de qualité par I'utilisateur
Voir « Procédures de contrdle de qualité ».

Effectuer les controles de qualité conformément a la réglementation nationale et/ou
internationale, aux exigences des organismes d'homologation concernés et aux procédures
de contréle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est recommandé a I'utilisateur de
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consulter les directives CLSI et la réglementation CLIA concernées pour plus d'informations
sur les modalités de contréle de qualité.

Une seule électrode d’une taille suffisamment petite pour pénétrer dans les tubes devrait
étre utilisée pour déterminer potentiométriquement le pH des milieux en tubes.
L'extrémité de |'électrode devrait arriver sous la surface du bouillon.

RESULTATS

La présence de turbidité a I'intérieur des tubes de bouillon tels que ceux contenant du
Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate (par rapport a un échantillon de
contréle non ensemencé) est un signe de croissance.

Si une certaine croissance est constatée, effectuer une coloration de Gram sur les cultures et
repiquer en milieux sélectifs et non sélectifs en boites de Pétri. Si la présence d'organismes
anaérobies est présumée, repiquer également dans des milieux anaérobies en boites de
Pétri adaptées.

LIMITES DE LA PROCEDURE

La population d'anaérobies peut étre dépassée par la prolifération d'organismes facultatifs
a croissance plus rapide. Si aucune croissance n'est constatée a l'issue de I'examen visuel du
milieu en boite de Pétri, effectuer une coloration de Gram du bouillon. Pour isoler des
anaérobies, ne jamais procéder exclusivement par cultures en bouillon. Certains anaérobies
peuvent étre inhibés par les produits ou acides métaboliques générés par les populations
d'anaérobies facultatives a croissance plus rapide.’

Pour procéder a l'identification, les organismes doivent se trouver en culture pure. Des tests
morphologiques, biochimiques et/ou sérologiques doivent étre effectués pour
I'identification finale. Pour plus d'informations, et pour connaitre les procédures
recommandées, consulter les publications citées en référence.”*™

Les milieux de culture contiennent parfois des organismes morts provenant des éléments
composant le milieu, qui peuvent apparaitre sous la forme de trainées dans le milieu de
culture. Les réactifs de coloration, I'huile d'immersion, les lames de verre et les échantillons
utilisés pour I'ensemencement constituent d’autres sources d’organismes morts qui
deviennent visibles aprés une coloration de Gram. S'il existe un doute concernant la
coloration de Gram, la culture doit étre réincubée pendant une heure ou deux et le test
répété avant qu'un compte rendu ne soit donné.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Tous les lots d'Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate sont soumis a des
tests en usine permettant d'évaluer les caractéristiques de leurs performances. Avant
I'ensemencement, des échantillons représentatifs du lot sont réduits. Pour cela, ils sont
portés a ébullition dans un bain-marie pendant 10 minutes au moins, puis laissés a refroidir.
A l'aide d'une anse calibrée (0,01 mL), les tubes sont ensemencés avec des cultures ajustées
au standard de turbidité McFarland 0,5. Les inoculum de Porphyromonas levii

(ATCC 29147), Clostridium perfringens (ATCC 13124) et Peptostreptococcus anaerobius
(ATCC 27337) sont prélevés a partir de colonies issues de boites de Pétri CDC Anaerobe 5%
Sheep Blood Agar. Leur concentration est ensuite ajustée dans un milieu Thioglycollate
Medium, Enriched préréduit. L'inoculum de Bacteroides vulgatus (ATCC 8482) est prélevé
dans un milieu Thioglycollate Medium, Enriched, et celui de C. novyi (ATCC 7659) dans un
Chopped Meat Glucose Broth, PR Il. Les tubes sont ensemencés sous la surface des
bouillons, aussi profondément que possible a I'intérieur du milieu. Les bouchons sont
resserrés immédiatement aprés I'ensemencement, puis les tubes sont incubés en
atmosphére aérobie a 35+ 2 °C. Aprés 18 a 24 h et 42 4 48 h d'incubation, la croissance est
contrélée dans les tubes. Au bout de 48 h, tous les organismes présentent des signes de
croissance, de quelques traces a une croissance forte.

CONDITIONNEMENT

N° réf.  Description

297264 BBL Enriched Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate,
carton de 100 tubes de taille K
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