
Référence : DSHB3067 Fiche technique
Produit :  
Listeria - selon Ottaviani et Agosti, agar
selectif (ISO)

Egalement nommé
Milieu AL
Principe
Milieu pour l'isolement de Listeria spp. et l'identification présomptive de L. monocytogenes selon les normes ISO 11290-1
et 11290-2.

Chlorure de lithium................................. 10.000
Disodium phosphate anhydre.................. 2.500
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-
β-D-glucopyranoside................................ 0.050
Agar...............................................................13,000

pH final 7.2 ± 0.2 à 25 ºC

Peptone de viande................................. 18.000
Tryptone................................................... 6.000
Extrait de levure..................................... 10.000
Sodium pyruvate...................................... 2.000
Dextrose................................................... 2.000
Magnesium glycerophosphate................. 1.000
Magnesium sulphate................................ 0.500
Chlorure de sodium.................................. 5.000

Formule * en g/L

*Ajuster et/ou compléter au besoin pour répondre aux critères de performance
Préparation
Mettre en suspension 33 g de poudre dans 476 ml d'eau purifiée et porter à ébullition sous agitation constante. Stériliser
en autoclavage à 121 ° C pendant 15 minutes. Refroidir à 45-50 ° C et ajouter 1 bouteille de supplément
d'enrichissement Listeria Ottaviani & Agosti (Art. DSHB3072) et 1 flacon de supplément sélectif Listeria Ottaviani &
Agosti (Art. DSHB3071). Homogénéiser en mélangeant et distribuer dans des boîtes de Pétri. Le milieu solidifié apparaît
trouble.

Description
Complété avec tous ses suppléments, la Gélose Listeria O&A est un milieu sélectif et différentiel pour la détection des
espèces de Listeria et l'identification présomptive de Listeria monocytogenes.
La sélectivité est obtenue grâce à la concentration élevée de chlorure de lithium et du mélange d'antimicrobiens.
L'activité différentielle est due au substrat chromogène pour détecter la β-glucosidase, enzyme présente dans toutes les
espèces de Listeria.
L'identification spécifique est obtenue par le L-α-phosphatidylinositol, qui agit comme substrat pour une phospholipase C
qui n'est présente que dans Listeria monocytogenes et certaines souches de Listeria ivanovii.
La combinaison des deux substrats permet la différenciation de L. monocytogenes qui produit des colonies de couleur
bleu-vert mais entourées d'une zone opaque des autres espèces de Listeria qui croissent avec des colonies bleu-vert
sans aucun halo. Cette différenciation est évidente après incubation des plaques pendant 24 ± 2 heures à 37 ° C.
Parfois, en particulier avec des échantillons fortement contaminés, il est possible que certaines colonies, de couleur
blanche, ne soient pas Listeria. Dans ce cas, il est recommandé une étape d'enrichissement préalable à l'inoculation de
la plaque.
Observations: La plupart des Listeria ivanovii produisent également un halo opaque autour des colonies après 48 h
d'incubation. Cette présomption doit être confirmée par la réalisation des tests d'identification biochimique ou sérologique
(fermentation des sucres Ramnosa / Xylose, tests d'hémolyse, test CAMP, etc.) ou de tout test confirmant l'espèce sans
hésitation.

Remarques:
Supplément d'enrichissement Listeria Ottaviani & Agosti (Art. DSHB3072):
1 flacon de quantité suffisante pour 500 ml de milieu complet

L-α-phosphatidylinositol 1,0 g
Eau distillée stérile 24,0 ml

Supplément sélectif Listeria Ottaviani & Agosti (Art. DSHB3071):
1 flacon quantité suffisante pour 500 ml de milieu complet

Acide nalidixique 10,0 mg
Ceftazidime 10,0 mg
Cycloheximide 25,0 mg
Sulfate de polymyxine B 38350 ui

Utilisation
Il existe de nombreuses méthodologies standardisées (ISO, FDA-BAM, AOAC, AFNOR, etc.). Le technicien doit suivre le
protocole validé dans son laboratoire.
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Contrôle qualité
Température d'incubation: Temps d'incubation:
Inoculum: Gamme d'utilisation 100 ± 20 UFC. min. 50 UFC (productivité) / 10⁴-10⁶ UFC (sélectivité), ≥10³ UFC

(spécificité), selon l'ISO 11133:2014/Amd 1:2018 & Adm 2:2020

37 ± 1 °C 44±4 h

Escherichia coli ATCC® 25922 Inhibée -
Listeria monocytogenes ATCC® 13932 Productivité > 0.50 Colonies bleues-vertes entourée d'un halo opaque
Listeria monocytogenes ATCC® 35152 Productivité > 0.50 Colonies bleues-vertes entourée d'un halo opaque
Listeria inocua ATCC® 33090 Bonne (Spécificité) Colonies bleues-vertes sans halo opaque
Enterococcus faecalis ATCC® 29212 Inhibé -
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Pour usage professionnel uniquement. À conserver fermé, loin de la lumière, dans un endroit frais et sec (+4°C  à  30°C).
Conservation
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