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Milieux d’étalement préparés BBL, servant a I'isolement de Burkholderia (Pseudomonas) cepacia

OFPBL Agar
APPLICATION

L'OFPBL Agar (gélose OFPBL) serve a la détection et a I'isolement sélectifs de Burkholderia (anciennement Pseudomonas) cepacia a
partir d’échantillons cliniques et non cliniques.

RESUME ET EXPLICATION

Burkholderia cepacia est un pathogéne opportuniste habituellement associé aux infections nosocomiales.! Des auteurs ont montré que
B. cepacia (CF) pourrait étre un pathogéne pulmonaire d'importance clinique chez les patients atteints de mucoviscidose.? La présence de
ce microorganisme dans les voies respiratoires de ces patients s'accompagne souvent d’une détérioration rapide de la fonction pulmonaire
suivie du déces.?

La mise en évidence de ce microorganisme sur les milieux habituellement utilisés, comme la gélose au sang ou la gélose de MacConkey,
est difficile car des isolats fréquents, comme Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Staphylococcus aureus, supplantent les
colonies a croissance plus lente de B. cepacia et masquent sa présence.

Gilligan et al. ont mis au point la PC Agar pour améliorer la mise en évidence de B. cepacia.? Le cristal violet, les sels biliaires et deux
agents antimicrobiens servent d’'agents sélectifs. Les auteurs ont mis en évidence B. cepacia sur 35 échantillons de sécrétions
respiratoires de patients atteints de mucoviscidose sur PC Agar, contre 21 échantillons sur gélose de MacConkey.2

Welch et al. ont mis au point un milieu différentiel, mais moins sélectif, d'isolement de B. cepacia.*5 Ce milieu, OFPBL Agar, est un milieu
de base OF (oxydation/fermentation) complémenté de polymyxine B, bacitracine, lactose et gélose. Le virage de l'indicateur coloré présent
dans le milieu, le bleu de bromothymol, facilite la détection des isolats de B. cepacia. Les auteurs ont mis en évidence B. cepacia sur
58 échantillons de sécrétions respiratoires de patients atteints de mucoviscidose sur OFPBL Agar, contre 19 échantillons sur gélose de
MacConkey.*

PRINCIPES DE LA METHODE

Ce milieu apporte différents produits de digestion enzymatique de substrats protéiques, de sels inorganiques et d’autres nutriments pour
satisfaire les besoins nutritionnels de ces microorganismes. De plus, des agents sélectifs sont incorporés pour améliorer la mise en
évidence de B. cepacia en inhibant la croissance de microorganismes contaminants communs. Par exemple, la polymyxine B inhibe les
flores @ Gram négatif et la bacitracine inhibe les microorganismes a Gram positif et Neisseria.*

L'indicateur de pH bleu de bromothymol contenu dans 'OFPBL Agar facilite la détection de B. cepacia. Les produits finaux acides du
métabolisme du lactose abaissent le pH du milieu, provoquant le virage de l'indicateur coloré au jaune. Les colonies de B. cepacia sont
également de couleur jaune.



REACTIFS
Formule
Formule approximative* par litre d’eau purifiée

Digestion pancréatique de caséine .................. 20 g
Chlorure de sodium

Phosphate bipotassique

GRIOSE ..o

Bleu de bromothymol ..........cccovvinrinriiniennns 0,03¢g
LACIOSE. ....ecveeeeeeeeeeeeee et 10,0 g
BaCitracing .........ocveuveeveeeenenenenereeees 200 U
PolymyXin€ B .......ccvvvereereeriesieis 300000 U

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

Avertissements et précautions :
Réservé au diagnostic in vitro.

En présence d'une condensation excessive, poser de biais un rebord du fond sur un rebord du couvercle retourné pour sécher la
condensation afin d’'empécher la formation d’un joint entre la partie supérieure et la partie inférieure de la boite pendant l'incubation.

Des microorganismes pathogénes, notamment les virus de I'hépatite et de 'immunodéficience humaine, sont susceptibles d’étre présents
dans les échantillons cliniques. Respecter les « Précautions standard »%9 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 boites préparées, les récipients ayant
contenu des échantillons et tout autre matériel contaminé avant de les éliminer.

Instructions pour la conservation : Dés réception, conserver les boites 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. Conservées dans leur emballage
d'origine, a une température comprise entre 2 et 8 °C, jusqu’au moment de I'utilisation, les boites préparées peuvent étre ensemencées
jusqu’a la date de péremption et incubées pendant les durées d'incubation recommandées. Laisser le milieu s’équilibrer a température
ambiante avant de 'ensemencer.

Détérioration du produit : Ne pas utiliser les boites si elles présentent des signes de contamination microbienne, décoloration ou
dessiccation, ou d’autres signes de détérioration.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les échantillons admis comprennent les liquides de lavage broncho-alvéolaire (échantillon a privilégier, mais difficile a obtenir), les
expectorations, les aspirations rhinopharyngiennes et les écouvillonnages bucco-pharyngiens.0

Consulter les publications citées en référence pour plus d'informations sur les méthodes de prélévement et de préparation des
échantillons. 12

METHODE
Matériaux fournis : OFPBL Agar

Matériaux requis mais non fournis : Milieux de culture auxiliaires, réactifs, souches de contrdle de qualité et matériel de laboratoire
requis pour cette méthode.

Mode opératoire du test : Respecter les techniques d’asepsie. La surface de la gélose doit étre lisse et humide, mais sans exces
d’humidité.

Ensemencer le milieu des que possible aprés réception de I'échantillon au laboratoire. A I'aide d’'un ensemenceur a anse stérile, strier le
milieu avec I'échantillon.

Incuber les boites retournées (le fond au-dessus) a 30 a 35 °C pendant au moins 4 jours pour laisser aux colonies le temps de se
développer et permettre le virage de I'indicateur coloré.'0.13



Controle de qualité par I'utilisateur :

1. S'assurer que les boites ne présentent aucun signe de détérioration, comme indiqué a la rubrique « Détérioration du produit ».
2. Controler les performances en ensemengant un échantillon représentatif de chaque boite avec des cultures pures de souches de
contréle stables, produisant une réaction connue. Les souches de test suivantes sont recommandées :

SOUCHE DE TEST RESULTAT ATTENDU

Burkholderia cepacia Croissance, colonies jaunes avec zones jaunes.
ATCC 25416

Stenotrophomonas maltophilia Croissance nulle ou trés faible.

ATCC 13637

Staphylococcus aureus Croissance nulle ou trés faible.

ATCC 25923

Effectuer les contrbles de qualité conformément aux réglementations nationales et/ou internationales, aux exigences des organismes
d’homologation concernés et aux procédures de contréle de qualité en vigueur dans I'établissement. Il est recommandé & I'utilisateur de
consulter les directives CLSI (anciennement NCCLS) et la réglementation CLIA concernées pour plus d'informations sur les modalités de
controle de qualité.

RESULTATS

On doit observer des colonies isolées dans les parties striées de la gélose et une croissance agglomérée dans les zones fortement
ensemencées.

Les colonies typiques de B. cepacia sur 'OFPBL Agar sont jaunes sur un milieu environnant avec des zones de couleur jaune.
LIMITES DE LA PROCEDURE

D’autres microorganismes, comme B. gladioli, peuvent se développer sur OFPBL Agar et s'apparenter a B. cepacia (colonies jaunes). Par
conséquent, ce milieu ne doit pas étre utilisé comme seul milieu d'identification de B. cepacia.'

Pour procéder a lidentification, le microorganisme doit se trouver en culture pure. L'identification définitive nécessite des tests
morphologiques, biochimiques et/ou sérologiques. Consulter les publications citées en référence pour plus d'informations sur les méthodes
recommandées." 15

Un milieu unique est habituellement insuffisant pour détecter 'ensemble des microorganismes d'importance clinique présents dans un
échantillon. Les agents présents dans un milieu sélectif sont susceptibles d’inhiber la croissance de certaines souches des espéces
dépistées et de favoriser la croissance d'espéces censées étre inhibées, notamment lorsquelles 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 PERFORMANCES

B. cepacia a été isolé sur OFPBL Agar a partir de 58 (8 %) des 725 échantillons respiratoires prélevés sur 428 patients atteints de
mucoviscidose. La plupart des isolats ont été détectés au bout de 48 h d'incubation.*

CONDITIONNEMENT

Neréf.  Description
299970 BD BBL OFPBL Agar, coffret de 20 boites
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