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PROCEDURES DE CONTROLE DE QUALITE

| INTRODUCTION

Ces milieux servent a I'isolement qualitatif et a la culture des champignons pathogénes et non pathogenes a partir

d’échantillons cliniques et non cliniques.
I MODE OPERATOIRE DU TEST

1. Ensemencer des échantillons représentatifs avec les cultures répertoriées ci-dessous.

a. Dans le cas de C. albicans, E. coli et S. aureus, ensemencer en stries avec 1 pL (0,001 mL) a partir d'une culture de
4 — 5 h de Trypticase Soy Broth dilué a 10° — 10" CFU/mL.

b. Pour les autres microorganismes, ensemencer directement a partir d'une boite mére en utilisant une culture fongique

fraiche (vieille de 1 mois au maximum).

c. Incorporer Sabouraud Dextrose Agar comme contrble pour les organismes.

2. Incuber tous les tubes entre 20 et 25 °C.

3. Examiner les tubes régulierement pendant 7 jours pour déceler une croissance éventuelle, la couleur des colonies et la

sélectivité.
4. Résultats attendus
Milieu Microorganismes ATCC Récupération Couleur des colonies
BHI Sheep Blood Blastomyces dermatitidis 56218 Croissance moyenne a importante  Blanc a créme a ocre
Agar *Candida albicans 60193 Croissance moyenne a importante  Blanc a creme
*Trichophyton mentagrophytes 9533  Croissance moyenne a importante  Blanc a créme/jaune
BHI Sheep Blood Blastomyces dermatitidis 56218 Croissance moyenne a importante  Blanc a créme a ocre
Agar with *Candida albicans 10231 Croissance moyenne a importante  Blanc a créme
Chloramphenicol  *Escherichia coli 25922 Inhibée N/A
and Gentamicin  +gaphylococcus aureus 25923 Inhibée N/A
*Trichophyton mentagrophytes 9533  Croissance moyenne a importante  Blanc a creme/jaune
Brain Heart CC Aspergillus brasiliensis 16404 Inhibée N/A
Sheep Blood *Blastomyces dermatitidis 56218 Croissance moyenne a importante ~ N/A
Agar with *Candida albicans 10231 Croissance moyenne a importante  Blanc a créme, pateux
Gentamicin *Escherichia coli 25922 Inhibée N/A
*Trichophyton mentagrophytes 9533  Croissance moyenne a importante  Blanc a créme/jaune, velouté

*Souche de microorganisme recommandée pour le controle de qualité par l'utilisateur.

Il 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. Pour le milieu Brain Heart CC Sheep Blood Agar with Gentamicin, mesurer le pH par potentiométrie a température
ambiante et s’assurer qu'il est conforme a la spécification de 7,4 + 0,2.

4. Incuber des tubes représentatives non ensemencées entre 33 et 37 °C et entre 20 et 25 °C et les examiner apres 72 h pour

déceler une contamination microbienne éventuelle.

INFORMATIONS SUR LE PRODUIT

IV APPLICATION

Ces milieux servent a l'isolement qualitatif et a la culture des champignons pathogénes et non pathogénes a partir

d’échantillons cliniques et non cliniques.
V  RESUME ET EXPLICATION

La Brain Heart Infusion (BHI) Agar est un milieu polyvalent servant a 'isolement primaire des champignons.* L'ajout de sang de
mouton est recommandé pour favoriser la mise en évidence des champignons dimorphes pathogens.*

Des agents antimicrobiens, comme le chloramphénicol, le chloramphénicol associé au cycloheximide (CC) et la gentamicine sont
incorporés pour favoriser la mise en évidence des champignons pathogénes a partir d’échantillons fortement contaminés par des

bactéries et des champignons saprophytes.*
VI PRINCIPES DE LA METHODE

La BHI Agar se compose d'infusions de tissus de cceur et de cervelle, de peptones et de dextrose qui apportent les nutriments
nécessaires a la croissance des champignons. Le sang de mouton défibriné fournit des nutriments supplémentaires qui

permettent I'isolement et la culture des especes dimorphes.
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En inhibant la croissance des bactéries, les agents antimicrobiens ajoutés a la BHI Agar favorisent la mise en évidence des
champignons pathogénes a partir d'échantillons cliniques. La gentamicine inhibe les bactéries a Gram négatif. Le
chloramphénicol est un antibiotique a spectre étendu qui inhibe les bactéries a Gram positif et Gram négatif. Le cycloheximide
est un agent antifongique, principalement actif contres les saprophytes, qui n'inhibe pas la croissance des levures ou des
dermatophytes.

REACTIFS

BHI Agar

Formule approximative* par litre d’eau purifiée

Infusion coeur cervelle (matiéres solides)...........cccceeee.. 8,09
Digestion peptique de tissu animal .............cccccceeeeiinnnnen. 50¢9
Digestion pancréatique de caséine...........ccccvveeeeeiinnns 16,09
Dextrose .
Chlorure de SOAIUM .......coooiiiiiiiiiee e 50¢9
Phosphate disodique ............cocceiiriiiiiiiicc e 259
GIOSE .. vveeee e ettt 1359

*Ajustée et/ou complétée en fonction des criteres de performance imposés.

La BHI Sheep Blood Agar se compose des ingrédients ci-dessus auxquels s’ajoutent 5 % de sang de mouton défibriné par
litre.

La BHI Sheep Blood Agar with Chloramphenicol and Gentamicin se compose de BHI Agar complémentée de 0,05 g/L de
chloramphénicol, 0,05 g/L de gentamicine et 10% de sang de mouton défibriné par litre.

La Brain Heart CC Sheep Blood Agar with Gentamicin se compose de BHI Agar complémentée de 0,05 g/L de
chloramphénicol, 0,5 g/L de cycloheximide, 0,05 g/L de gentamicine et 10 % de sang de mouton par litre.

Avertissements et précautions : Pour le diagnostic in vitro.

Ouvrir avec précaution les tubes étroitement bouchés pour ne pas risquer d'étre blessé par un bris de verre.

Des microorganismes pathogénes, y compris les virus d'hépatite et celui de I'immunodéficience humaine, peuvent étre présents
dans les échantillons cliniques. Respecter les « Précautions standard »*® et les consignes en vigueur dans I'établissement pour
manipuler tout objet contaminé avec du sang ou d'autres liquides organiques. Stériliser a I'autoclave les récipients contenant les
échantillons et autres produits contaminés avant de les mettre au rebut.

Instructions pour la conservation : Dées réception, conserver les tubes dans I'obscurité conformément aux instructions de la
notice. Ne pas les congeler ni les surchauffer. Ne pas les ouvrir prématurément. Les maintenir a I'abri de la lumiére. Conservé
comme indiqué sur I'étiquette jusqu’au moment de I'utilisation, le milieu en tube peut étre ensemencé jusqu’a la date de
péremption et incubé jusqu’a 6 semaines. 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,
précipitation ou évaporation, ou d'autres signes de détérioration.

PRELEVEMENT ET MANIPULATION DES ECHANTILLONS

Consulter les publications citées en référence pour plus d’'informations sur les méthodes de prélévement et de préparation des
échantillons.*%®

METHODE

Matériel fourni : Brain Heart Infusion Agar with 5% Sheep Blood, Brain Heart Infusion Agar with 10% Sheep Blood,
Chloramphenicol and Gentamicin, ou Brain Heart CC Agar with 10% Sheep Blood and Gentamicin

Matériaux requis mais non fournis : Milieux de culture auxiliaires, réactifs, souches de contr6le de qualité et matériel de
laboratoire requis.

Mode opératoire du test : Respecter les techniques d’'asepsie.

Ensemencer le milieu dés que possible apres réception de I'échantillon au laboratoire. A I'aide d’'un ensemenceur a anse stérile,
strier le milieu avec I'échantillon pour obtenir des colonies isolées. Consulter les publications citées en référence pour plus
d’informations sur le traitement et 'ensemencement des échantillons tels que biopsies, squames, cheveux, rognures d’ongles,
etc.6°

Pour isoler des champignons responsables de mycoses cutanées, un milieu polyvalent non sélectif et un milieu sélectif doivent
étre ensemencés en parallele. Incuber un jeu de tubes entre 25 et 30 °C et un double du jeu entre 35 et 37 °C. Examiner les
cultures au moins une fois par semaine pour déceler une croissance éventuelle et les maintenir pendant 4 a 6 semaines avant
de conclure a un test négatif.

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

Effectuer les contréles de qualité conformément a la réglementation nationale et/ou internationale, aux exigences des
organismes d’homologation concernés et aux procédures de contrdle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est
recommandé a I'utilisateur de consulter les directives CLSI et la réglementation CLIA correspondantes pour plus d’'informations
sur les modalités de contr6le de qualité.

RESULTATS
Examiner le milieu pour déceler une croissance éventuelle en notant la couleur et la morphologie des colonies de champignons.
LIMITES DE LA PROCEDURE

Pour procéder a l'identification, le microorganisme doit se trouver en culture pure. L’identification définitive nécessite des tests
morphologiques, nutritionnels, biochimiques et/ou sérologiques. Consulter les publications citées en référence pour plus
d'informations sur les méthodes recommandées.®**
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Un milieu unique est habituellement insuffisant pour détecter I'ensemble des microorganismes d’importance clinique
éventuellement présents dans un échantillon. Les agents présents dans les milieux sélectifs sont susceptibles d’inhiber la
croissance de certaines souches des espéeces dépistées et de favoriser la croissance d’especes censées étre inhibées,
notamment lorsqu’elles sont largement représentées dans I'échantillon. Les échantillons cultivés sur des milieux sélectifs
doivent, par conséquent, étre également cultivés sur des milieux non sélectifs pour recueillir des informations complémentaires
et faciliter la mise en évidence de pathogénes éventuels.

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

Brain Heart Infusion Agar with 5% Sheep Blood

Les caractéristiques de performances de tous les lots de Brain Heart Infusion Agar with 5% Sheep Blood sont testées en usine.
Samples of the lot are tested with Blastomyces dermatitidis ATCC 56218, Candida albicans ATCC 60193 and Trichophyton
mentagrophytes ATCC 9533, inoculated directly by streaking the surface of the medium. Les tubes ensemencés sont incubés,
avec les bouchons desserrés, entre 20 et 27 °C jusqu’a 7 jours. Tous les microorganismes présentent une croissance modérée
a importante.

Brain Heart CC Agar with 10% Sheep Blood and Gentamicin

Les caractéristiques de performances de tous les lots de Brain Heart CC Agar with 10% Sheep Blood and Gentamicin sont
testées en usine. Des échantillons du lot sont testés avec Blastomyces dermatitidis ATCC 56218, Candida albicans ATCC
10231, Escherichia coli ATCC 25922 et Trichophyton mentagrophytes ATCC 9533, ensemencés directement par striage de la
surface du milieu (pour C. albicans et E. coli, diluer avec du sérum physiologique & une concentration finale de 10° & 10* UFC).
Les tubes ensemencés sont incubés, avec les bouchons desserrés, entre 20 et 27 °C jusqu’a 7 jours. B. dermatitidis,

C. albicans et T. mentagrophytes présentent une croissance modérée a importante. La croissance d’E. coli est partiellement
voire totalement inhibée.

CONDITIONNEMENT

N° réf. Description

297199 BD BBL Brain Heart Infusion Agar with 5% Sheep Blood Slants, coffret de 10 tubes de taille A C€

296067  BD BBL Brain Heart Infusion Agar with 5% Sheep Blood Slants, carton de 100 tubes de taille A

295756  BD BBL Brain Heart Infusion Agar with 10% Sheep Blood, Chloramphenicol and Gentamicin Slants, carton de 100
tubes de taille A

296358 BD BBL Brain Heart CC Agar with 10% Sheep Blood and Gentamicin Slants, coffret de 10 tubes de taille A
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