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APPLICATION

Le Fluid Thioglycollate Medium Enriched (milieu thioglycolate liquide enrichi) est un milieu polyvalent servant a la culture d’'un grand
nombre de microorganismes, notamment des anaérobies obligatoires.

Le Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate (milieu thioglycolate au carbonate de calcium) est également recommandé pour le
maintien des cultures méres.

RESUME ET EXPLICATION

Le milieu thioglycolate a été décrit a I'origine par Brewer comme un milieu favorisant la croissance des anaérobies obligatoires et des
microorganismes aérobies. Par la suite, plusieurs versions du milieu ont été formulées.

L'incorporation de carbonate de calcium, qui neutralise I'acidité produite lors de la croissance, est recommandée pour éviter une
extinction rapide de la croissance des microorganisme exigeants.**

PRINCIPES DE LA METHODE

La caséine, les peptones de soja et la L-cystine apportent les acides aminés et les autres composés azotés nécessaires a la
croissance bactérienne. L’extrait de levure apporte le complexe vitaminique B. Le chlorure de sodium apporte les électrolytes
essentiels. Le dextrose est une source d’'énergie.

Le Fluid Thioglycollate Medium, Enriched (milieu thioglycate liquide enrichi) est complémenté d’hémine et de vitamine K, pour
favoriser la croissance de certaines bactéries anaérobies.>®

Le carbonate de calcium améliore le maintien des cultures meéres en neutralisant I'acidité produite lors de la croissance.®

Par leur action réductrice, le thioglycolate de sodium et le sulfite de sodium capturent I'oxygéne moléculaire, maintenant ainsi un faible
potentiel redox.® Une petite quantité de gélose est ajoutée pour retarder I'absorption de I'oxygéne en réduisant les courants de
convection dans le milieu.®

La résazurine est un indicateur coloré servant a détecter les variations de potentiel redox.> Un milieu plus oxydant augmente le
potentiel redox et fait virer la résazurine au rose. Le milieu reste incolore lorsque le potentiel redox est faible.

REACTIFS

Fluid Thioglycollate Medium, Enriched
Formule approximative* par litre d’eau purifiée

Digestion pancréatique de Cas€inNe ..........cccoccvveernieeeiienennnns 15,09
L-CYSHINE ...ttt 0,59
DEXIIOSE ..o 504¢g
EXtrait de I@VUre........cvvviiee e 50¢9
Chlorure de SOAIUM .......eiiiiiiiiiiiie e 25¢9
Thioglycolate de SOdiuM ...........cocciiiiieieiiiieee e 0,59
RESAZUNNE ...eeiieeeicieiee ettt 0,001 g

Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate

Formule approximative* par litre d’eau purifiée
Digestion pancréatique de Cas€inNe ...........ccoccvveernieeeiiinnennns 17,09
Digestion papainique de semoule de soja.........c.ccccceeevuvvveen. 30g9

DEXIIOSE ... 6,09
Chlorure de SOAIUM .......vvviieeeiiieiiee e 25¢9
Thioglycolate de SOdiUM ...........cocciiiiieeeiiiceee e 0,59
GIOSE....c ittt 0,79
Sulfite de SOAIUM ......vvviiiiiiiiiiiiiiie e 0,1g

Eclat de marbre 1 par tube
*Ajustée et/ou complétée en fonction des critéres de performance imposés.

Avertissements et précautions : pour le diagnostic in vitro.

Il faut user de précautions lorsque I'on rend les résultats directs 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’organisme non viables dans ce milieu.

Des microorganismes pathogénes, notamment les virus de I'hépatite et de I'immunodéficience humaine, sont susceptibles d'étre
présents dans les échantillons cliniques. Les « précautions d’'usage »"*° et les directives en vigueur dans le laboratoire doivent étre
appliquées lors de la manipulation de tout objet contaminé par du sang ou d’autres liquides physiologigques.

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



Instructions pour la conservation : dés 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. Conservés comme
indiqué sur I'étiquette, les milieux en tube peuvent étre ensemencés jusqu’a la date de péremption et incubés pendant les durées
d’'incubation 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 ou d'évaporation, ou
d’autres signes de détérioration.

Dans le cas du Fluid Thioglycollate Medium, Enriched, jeter les tubes si plus d'un tiers du milieu est oxydé, comme l'indique la
formation d’une coloration rose.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Ces milieux ne conviennent pas pour réaliser une culture directe d’échantillons cliniques, excepté comme bouillon d’enrichissement
« auxiliaire » en complément des milieux d'étalement primaires. Consulter les publications citées en référence pour plus
d'informations.***2

METHODE
Matériel fourni : selon commande (voir « CONDITIONNEMENT »).

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.

Avant de les ensemencer, réduire les milieux destinés a une incubation anaérobie en plagant les tubes, avec les bouchons desserrés,
en condition anaérobie pendant 18 & 24 h avant I'emploi. Le systéme anaérobie BBL GasPak EZ permet d’obtenir facilement et
efficacement des conditions anaérobies adéquates. Immédiatement avant I'emploi, les milieux liquides peuvent aussi étre réduits par
ébullition, avec les bouchons desserrés, puis par refroidissement jusqu’a température ambiante, avec les bouchons bien vissés, avant
d’'étre ensemencés. REMARQUE : pour des performances optimales, ne pas faire bouillir les tubes plusieurs fois.

Ensemencer les milieux préconisés avec I'échantillon dés réception au laboratoire. Dans le cas d’'un échantillon liquide, ensemencer
les milieux en tube avec une ou deux gouttes d’échantillon. Les biopsies servant a la culture des microorganismes doivent étre
hachées et dilacérées dans du bouillon réduit stérile comme I'Enriched Thioglycollate Medium. Procéder ensuite comme pour un
échantillon liquide pour ensemencer le milieu. Les écouvillonnages peuvent étre introduits dans le bouillon aprés ensemencement des
milieux en bofte de Pétri. L'écouvillon peut également étre « frotté » dans un petit volume de bouillon réduit stérile comme I'Enriched
Thioglycollate Medium. Procéder ensuite comme pour un échantillon liquide pour ensemencer les milieux avec ce bouillon.

Les échantillons suspectés de contenir ou contenant des anaérobies obligatoires doivent étre ensemencés a proximité du fond du
tube. Incuber & 35 + 2 °C ou une autre température appropriée, de préférence en conditions anaérobies.

Les cultures en bouillon doivent étre maintenues pendant au moins 1 semaine avant de conclure a un test négatif.
Contrdle de qualité par I'utilisateur :
1. S’assurer que les tubes ne présentent aucun signe de détérioration, comme indiqué a la rubrique « Détérioration du produit ».

2. Controler les performances en ensemencant un échantillon représentatif de chague tube avec des cultures pures de souches de
contrdle stables, produisant une réaction connue. Les cultures suivantes sont recommandées :

Milieu Souche de test Résultats attendus
Bacteroides vulgatus Croissance
. ATCC 8482
Tous les milieux - .
Clostridium perfringens Croissance
ATCC 13124

Effectuer les controles de qualité conformément aux réglementations nationales et/ou internationales, aux exigences des organismes
d’homologation concernés et aux procédures de controle 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 contrdle de
qualité.

RESULTATS

La croissance est mise en évidence par I'apparition d’'une turbidité comparativement au milieu de contréle non ensemencé.
Examiner la croissance par une coloration de Gram. Repiquer sur des milieux d'étalement sélectifs et non sélectifs appropriés.

LIMITES DE LA PROCEDURE

Les bouillons d’enrichissement ne doivent pas étre utilisés comme seul milieu d’isolement. lls doivent étre utilisés conjointement avec
des milieux d’étalement sélectifs et non sélectifs pour accroitre la probabilité d'isolement des pathogénes, notamment lorsqu’ils sont
présents en petit nombre.

Pour procéder a l'identification, les microorganismes doivent se trouver en culture pure. L'identification définitive nécessite des tests
morphologiques, biochimiques et/ou sérologiques. %1



CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCE

Tous les lots de Fluid Thioglycollate Medium, Enriched sont testés en usine afin de vérifier la conformité des performances avec les
spécifications. Avant ensemencement, des échantillons représentatifs du lot sont réduits au bain-marie a ébullition pendant au moins
10 min., puis refroidis. A I'aide d’un ensemenceur a anse calibrée de 0,01 mL, ensemencer les tubes avec des cultures de turbidité
équivalente a celle d’'un standard McFarland 0,5. Les inoculums de Clostridium perfringens (ATCC 13124) et Peptostreptococcus
anaerobius (ATCC 27337) sont préparés a partir de colonies prélevées sur une gélose anaérobie du CDC complétée de 5 % de sang
de mouton. Leur densité est ajustée par ajout d’'Enriched Thioglycollate Medium pré-réduit. L'inoculum de Bacteroides vulgatus
(ATCC 8482) est prélevé sur le Thioglycollate Medium, Enriched et I'inoculum de C. novyi (ATCC 7659) est prélevé sur du bouillon
Chopped Meat Glucose Broth, PR Il. Les tubes sont ensemencés sous la surface des bouillons, aussi profondément que possible
dans le milieu. Les bouchons sont vissés immédiatement aprés ensemencement et les tubes sont incubés a 35 + 2 °C en conditions
aérobies. Les tubes sont examinés apres 18 a 24 h et 42 a 48 h pour évaluer la croissance bactérienne. Toutes les cultures présentent
une croissance tres faible a importante apres 48 h.

Tous les lots de Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate sont testés en usine afin de vérifier la conformité des performances
avec les spécifications. Avant ensemencement, des échantillons représentatifs du lot sont réduits au bain-marie a ébullition pendant
au moins 10 min., puis refroidis. A 'aide d’un ensemenceur & anse calibrée de 0,01 mL, ensemencer les tubes avec des cultures de
turbidité équivalente a celle d’un standard McFarland 0,5. L'inoculum de Clostridium perfringens (ATCC 13124) est préparé a partir de
colonies prélevées sur une gélose anaérobie du CDC complétée de 5 % de sang de mouton. Sa densité est ajustée par ajout
d’Enriched Thioglycollate Medium préalablement réduit. L'inoculum de Bacteroides vulgatus (ATCC 8482) est prélevé sur le
Thioglycollate Medium, Enriched et I'inoculum de C. novyi (ATCC 7659) est prélevé sur du bouillon Chopped Meat Glucose Broth, PR
1. Les tubes sont ensemencés sous la surface des bouillons, aussi profondément que possible dans le milieu. Les bouchons sont
vissés immédiatement aprés ensemencement et les tubes sont incubés a 35 + 2 °C en conditions aérobies. Les tubes sont examinés
aprés 18 a 24 h et 42 a 48 h pour évaluer la croissance bactérienne. Toutes les cultures présentent une croissance trés faible a
importante apres 48 h.

CONDITIONNEMENT

N° Cat. Description

297642 BBL Fluid Thioglycollate Medium, Enriched, carton de 100 tubes de taille K. C €

298518 BBL Thioglycollate Medium with Calcium Carbonate, carton de 100 tubes de taille K. C €
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