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PROCEDURES DE CONTROLE DE QUALITE

I INTRODUCTION
Le Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics (Campy Thio) est un milieu de
conservation pour les échantillons présumés contenir I'espéce Campylobacter jejuni subsp. jejuni,
avant I'ensemencement d'un milieu solide.

I MODE OPERATOIRE DU TEST
A. TEST 1: Campylobacter jejuni subsp. jejuni

1.

8.

Préparer un standard McFarland n° 1 a partir d'une culture de C. jejuni subsp. jejuni sur
Trypticase Soy Agar additionnée de 5 % de sang de mouton (TSA II).

. Diluer la culture standardisée dans du Trypticase Soy Broth jusqu'a obtention d'une

concentration a 107,

. Ensemencer 0,1 mL de culture diluée dans un tube contenant du Campy Thio. Vortexer.
. A partir du tube de Campy Thio ensemencé, ensemencer immédiatement (écouvillonnage

puis striation) une boite de Pétri de TSA Il. Etiqueter la boite « avant réfrigération ». Incuber
la boite a 42 + 2 °C dans un récipient GasPak fonctionnant avec une enveloppe CampyPak,
ou dans le systéme GasPak EZ Campy. Au bout de 36 a 48 h, vérifier le taux de croissance de
C. jejuni subsp. jejuni.

. Mettre immédiatement a réfrigérer pour la nuit (16 a 24 h) les tubes de Campy Thio

ensemencés, a une température comprise entre 2 et 8 °C. NE PAS UTILISER d'enveloppe ou
de récipient CampyPak.

. Aprés une nuit de réfrigération, repiquer les tubes de Campy Thio ensemencés. Effectuer un

écouvillonnage suivi d'un ensemencement par striation dans une boite de Pétri de TSA Il.
Etiqueter la boite « apres réfrigération ».

. Incuber la boite a 42 + 2 °C dans un récipient GasPak fonctionnant avec une enveloppe

CampyPak ou dans le systéme GasPak EZ Campy.
Au bout de 36 a 48 h, vérifier le taux de croissance.

B. TEST 2: Flore mélangée

1.
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Préparer un standard McFarland n° 1 a partir d'une culture de flore mélangée incubée
pendant 18 a 24 h (constituée des especes Escherichia coli, Enterococcus faecalis et Candida
albicans, mélangées au ratio 1/1/1).

. Préparer des dilutions a 10* et 10 & partir de cette flore mélangée standardisée.
. Ensemencer par étalement une boite de Pétri de TSA Il avec 0,1 mL prélevé dans la dilution

a10°

. a. Ensemencer un tube de Campy Thio avec 0,1 mL prélevé dans la dilution & 10™. Vortexer.

b.Ensemencer immédiatement une boite de Pétri de Campylobacter Agar with 5
Antimicrobics additionnée de 10 % de sang de mouton (Campy-BAP) et une boite de Pétri
de TSA 1l, avec 0,1 mL prélevés dans le tube de Campy Thio ensemencé, puis étaler
uniformément a I'aide d'un rateau de verre stérile. Etiqueter les boites « avant
réfrigération ».

. Incuber les boites a 42 + 2 °C dans un récipient GasPak fonctionnant avec une enveloppe

CampyPak ou dans le systéme GasPak EZ Campy. Au bout de 36 a 48 h, vérifier les taux de
croissance.

. Mettre immédiatement a réfrigérer pour la nuit le tube de Campy Thio (16 a 24 h), a une

température comprise entre 2 et 8 °C. NE PAS UTILISER d'enveloppe ou de récipient
CampyPak.

. Aprés une nuit de réfrigération, repiquer en placant I'embout d'une pipette environ 2 cm

sous la surface du Campy Thio et prélever un échantillon en continu, jusqu'a ce que
I'embout remonte lentement jusqu'a la surface. A I'aide d'un rateau de verre, ensemencer
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par étalement une Campy-BAP et une boite de Pétri de TSA Il avec 0,1 mL. Etiqueter les
boites « aprés réfrigération ».

8. Incuber les boites a 42 + 2 °C dans un récipient GasPak fonctionnant avec une enveloppe
CampyPak ou dans le systéme GasPak EZ Campy.

9. Au bout de 36 a 48 h, vérifier les taux de croissance.

C. Résultats attendus

Campylobacter jejuni  Récupération des échantillons « aprés réfrigération ». La croissance

subsp. jejuni des échantillons cultivés dans la boite de TSA Il ne doit pas étre

*ATCC™ 33291 inférieure de plus d'un point de croissance a celle de I'échantillon
« avant réfrigération ».

Culture de flore mélangée constituée a 1/1/1 des ingrédients suivants :

*Escherichia coli La croissance de la flore mélangée doit étre inhibée (inhibition partielle
ATCC 25922 a totale) dans la boite de Campy-BAP. La croissance (en nombre) de la
*Enterococcus culture mélangée (10*) du tube Campy Thio sur TSA Il doit étre plus
faecalis faible que celle de la culture mélangée (10°) du tube de dilution sur
ATCC 29212 TSA Il

*Candida albicans

ATCC 10231

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

INFORMATIONS PRODUIT

APPLICATION

Le Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics (milieu au thioglycolate
campylobacter a cing agents antimicrobiens) est recommandé comme milieu de conservation des
échantillons présumés contenir des Campylobacter jejuni subsp. jejuni lorsque les conditions ne
permettent pas un ensemencement immédiat de gélose Campylobacter Agar with 5 Antimicrobics
additionnée de 10 % de sang de mouton.

RESUME ET EXPLICATION

En 1972, Dekeyser et al. sont parvenus a isoler I'espece C. jejuni a partir de selles de patients
souffrant de diarrhées et de gastro-entérites aigués, grace a une technique de filtrage et a un
milieu sélectif contenant des agents antimicrobiens destinés a éliminer la flore entérique
normale.' En 1977, Skirrow a décrit un milieu de culture sélectif contenant trois agents
antimicrobiens.”? Blaser et al. ont réussi a isoler C. jejuni en pratiquant un ensemencement direct
d'échantillons fécaux sur un milieu gélosé contenant quatre agents antimicrobiens et en
ensemencant ce milieu avec des écouvillonnages fécaux réfrigérés pendant 8 h dans du bouillon
de thioglycolate (gélose a 0,16 %) contenant les quatre mémes agents antimicrobiens.* Un
cinquiéme agent antimicrobien, la céfalotine, a été incorporée ultérieurement, afin d'inhiber
I'espéce non pathogéne C. fetus subsp. fetus.*

Le Campylobacter Thioglycollate Medium est recommandé comme milieu de conservation lorsque
les équipements nécessaires a la striation et a I'incubation ne sont pas immédiatement
disponibles, lorsque des chiffres faibles sont attendus en raison du délai nécessaire au transport
des échantillons jusqu'au laboratoire, ou lorsque le stade aigu de la maladie est dépassé.>®

Pour connaitre les derniéres études taxinomiques, se reporter aux publications de Nachamkin.®

PRINCIPES DE LA METHODE

Le Campylobacter Thioglycollate Medium est un milieu de conservation sélectif recommandé pour
isoler C. jejuni subsp. jejuni des échantillons cliniques. L'incorporation d'agents antimicrobiens,
c'est-a-dire d'amphotéricine B, de céfalotine, de polymyxine B, de trimétoprime et de
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vancomycine, associée a la réfrigération, inhibe la multiplication de la flore microbienne normale
dans les échantillons fécaux, ce qui facilite I'isolement de C. jejuni subsp. jejuni.

REACTIFS

Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics
Formule approximative* par litre d'eau purifiée

Digestion pancréatique de caséine .........cccccceveeeneen. 17,0
Digestion papaique de semoule de soja .... ..3,0
Dextrose ..o, ... 6,0

Chlorure de sodium ...........
Thioglycolate de sodium ...

(1<) Lo XY =, ... 1,6
L-Cystine .....ccceueee. ...0,25
Sulfite de sodium .. ...0,1
AmMPhOotéricine B .......cociiiiiieeee e 20 mg
(€= =1 Lo 1 A1 TIPS 150 mg
TrimMELOPrimMe ..o e 50 mg
Vancomycine ... ...10,0 mg
PolymyxXing B ......cooeirieiiiiieeeeeee e 2 500,0 unités

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

Avertissements et précautions

Réservé au 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, 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 I'établissement pour manipuler tout
objet contaminé avec du sang ou d'autres liquides organiques. Avant de les éliminer, stériliser a
I'autoclave les tubes préparés, les récipients ayant contenu des échantillons et tout autre matériel
contaminé.

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 I'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.

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.

VIII 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
Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics

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.
1. Prélévement, stockage et repiquage de I'échantillon en boite de Pétri.”

Introduire I'écouvillon rectal d'environ 1 cm a l'intérieur du milieu puis le faire pivoter. Retirer
['écouvillon ou I'enfoncer jusqu'en bas du tube puis briser la tige de maniéere réguliere en
s'aidant du bord du tube pour faciliter I'acces au corps de I'écouvillon.
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Si les échantillons sont composés de selles solides, préparer une suspension saline, vortexer et
introduire cing gouttes dans le milieu a environ 1 cm sous la surface. Il est aussi possible de
sonder toutes les parties de I'échantillon fécal avec un écouvillon et d'ensemencer le milieu de
la méme maniére qu'avec un écouvillon rectal.

Si les échantillons sont composés de selles diarrhéiques, introduire cing gouttes dans le milieu a
environ 1 cm sous la surface.

Réfrigérer pendant une nuit le Campylobacter Thioglycollate Medium ensemencé puis, le jour
suivant, repiquer dans des boites de Pétri de Campylobacter Agar with 5 Antimicrobics
additionnée de 10 % de sang de mouton. Pour cela, insérer une pipette Pasteur environ 2 cm
sous la surface du bouillon de maniére a pouvoir prélever I'échantillon en continu, jusqu'a ce
que I'embout de la pipette atteigne lentement la surface. Ne pas repiquer en milieux non
sélectifs car il est possible que la flore normale soit encore viable.

2. Incubation des milieux en boites de Pétri.

Incuber les milieux en boites de Pétri a 42 °C, dans une atmosphére réduite en oxygene, et
supplémentée en dioxyde de carbone. Une telle atmospheére peut étre obtenue en utilisant
une enveloppe génératrice de gaz jetable BBL CampyPak dans un récipient GasPak 100 ou trois
enveloppes dans un récipient GasPak 150, ou encore les systémes BBL CampyPouch, Bio-Bag
Type Cfj ou GasPak EZ Campy. Cette atmospheére peut aussi étre obtenue en vidant les
récipients ventilés GasPak pour les remplir de gaz en bouteille,’ ou en appliquant le principe
de Fortner.”

Contréle de qualité par I'utilisateur

Voir « Procédures de controle de qualité ».

Effectuer les contrdles 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 |'utilisateur de consulter
les directives CLSI et la réglementation CLIA concernées pour plus d'informations sur les modalités
de contrdle de qualité.

RESULTATS

Dans les boites de Pétri de gélose Campylobacter Agar with 5 Antimicrobics additionnée de 10 %
de sang de mouton ensemencées a partir de Campylobacter Thioglycollate Medium with 5
Antimicrobics, rechercher la présence de colonies de Campylobacter jejuni subsp. jejuni. Sur ce
type de gélose, ces colonies sont de taille réduite, ont un aspect muqueux et généralement
grisatre. Elles sont plates avec des bords irréguliers, et ne présentent aucun signe d'hémolyse au
bout de 24 h et de 48 h."”

Il est possible que les colonies soient a peine visibles au bout de 18 a 24 h. Elles peuvent aussi
présenter un aspect morphologique autre, apparemment en fonction du type de souche. Elles se
présentent alors sous forme de colonies arrondies de 1 a 2 mm de diameétre, convexes, d'un seul
bloc et luisantes.” Un faible pourcentage des souches peut prendre une coloration marron ou
légérement rosée.”

Les colonies ont tendance a s'étendre ou a essaimer, en particulier si elles ont été isolées
d'échantillons cliniques frais. Remarque : Si les boites de Pétri doivent étre examinées apres 24 h
d'incubation, les traiter comme s'il s'agissait de cultures anaérobies : les examiner rapidement et
les replacer immédiatement dans une atmosphere réduite en oxygéne.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Pour procéder a I'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.”'*"

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Le résultat obtenu grace a I'utilisation combinée de la gélose au sang Campylobacter et de
Campylobacter Thioglycollate Medium, les deux contenant cing agents antimicrobiens, est de

33 % supérieur a celui obtenu par la seule utilisation d'un milieu en boite de Pétri, et de 28 %
supérieur a celui atteint lorsque seul un milieu de type bouillon est utilisé.* Luechtefeld et al. ont
indiqué que la conservation d'échantillons fécaux de dinde a 4 °C pendant toute une nuit
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n'augmente pas de maniere significative le nombre de réactions positives dans le Campylobacter
Thioglycollate Medium."”

XIlI CONDITIONNEMENT
N° réf. Description
221747  BD BBL Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics, boite de 10 tubes

de taille K
221748  BD BBL Campylobacter Thioglycollate Medium with 5 Antimicrobics, carton de 100 tubes
de taille K
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Sparks, MD 21152 USA Co. Dublin, Ireland

ATCC is a trademark of the American Type Culture Collection.
BD, BD Logo and all other trademarks are property of Becton, Dickinson and Company. © 2015 BD
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