ALLIANCE

BIO EXPERTISE Produit:

4 Référence : DSHB3068 Fiche technique
L)
Legionella BCYE Gélose Base

Principe

Base de milieu solide utilisée pour la détection, I'isolement et le dénombrement des Iégionelles dans I'eau, conformément
a lanorme ISO 11731: 2017.

Formule * en g/L

Charbon actif .......cccevveeeeviiiieeeeecne 2.00
Extraitde levure ........ccccoeeeeeeeeeiiiiiiiiniinnn, 10.00
AGAC i 15.00

pH final 6.8 +0.2 a 25 °C
*Ajuster et/ou compléter au besoin pour répondre aux critéres de performance

Préparation

Suspendre 13,5 g de poudre dans 500 mL d'eau distillée et porter a ébullition en dissolvant complétement. Stériliser par
autoclavage a 121 ° C pendant 15 minutes. Laisser refroidir a 47-50 ° C et ajouter aseptiquement un flacon reconstitué
(Réf. N ° DSHB3069 ) de Legionella BCYE Growth Supplement Mélanger doucement et verser dans des boites de Pétri
Le pH final a 25 ° C doit étre ajusté a 6,8 £ 0,2.

Si un milieu sélectif est souhaité, il peut étre obtenu en ajoutant en plus un flacon de GVPC Selective Supplement for
Legionella (Réf.DSHB3070).

Description

La formulation actuelle de ce milieu est conforme aux normes ISO 11731: 2017, mais la gélose BCYE est basée sur une
modification d'un milieu précédemment décrit. En 1979, Feeley et ses collaborateurs ont décrit la gélose au charbon
Extrait de levure (CYE) comme une modification de Gélose FG . lls ont remplacé I'Amidon de la Gélose FG par du
Charbon actif et substitué I'extrait de levure par la Caséine hydrolysat, ce qui a permis une meilleure récupération de
Legionella pneumophila. Pasculle, en 1980, a signalé que la Gélose CYE pourrait étre amélioré en tamponnant le milieu
avec le tampon ACES et un an plus tard, Edelstein a augmenté la sensibilité du milieu en ajoutant de I'a-cétoglutarate qui
est la formulation actuelle (gélose BCYE).

Le milieu est constitué d'une base moyenne supplémentée en facteurs de croissance (gélose BCYE) et du milieu sélectif
complété par des inhibiteurs de la flore d'accompagnement indésirable. L'Extrait de levure fournit les nutriments de base
car le milieu ne contient pas de glucides fermentescibles. La L-cystéine, le pyrophosphate ferrique et I'a-cétoglutarate
sont incorporés pour satisfaire les besoins nutritionnels spécifiques des espéces de Legionella.

Le Charbon actif décompose le peroxyde d'hydrogéne, un produit métabolique toxique, et peut également capter du CO2
et modifier la tension superficielle. L'ajout du tampon aide a maintenir le pH approprié pour une croissance optimale. La
sélectivité est augmentée par l'ajout de vancomycine / céfazoline sodium. lls agissent contre les bactéries gram-
positives, la polymyxine B, qui inhibe les bactéries gram-négatives, I'anisomycine qui a un large spectre d'activité et le
cycloheximide ou la natamycine qui, en tant qu'agents antifongiques, inhibe la croissance des levures.

Compléments nécessaires pour compléter a la base moyenne:

-Legionella BCYE Growth Supplement (Art. N ° DSHB3068)
Contenu du flacon:

Quantité nécessaire pour 500 ml de milieu complet.
Tampon ACES 5000 g

Hydroxyde de potassium 1400 g

Pyrophosphate ferrique 0,125 g

L-cystéine HCI 0,200 g

A-cétoglutarate de potassium 0,500 g

Solvant stérile

-Legionella GVPC Selective Supplement (Art. N ° DSHB3070)
Contenu du flacon:

Quantité nécessaire pour 500 ml de milieu complet.
Vancomycine 0,50 mg

Sulfate de polymyxine B 40000,00 Ul

Cycloheximide 40,00 mg

Glycine (sans ammoniaque) 1,50 g

Eau distillée (solvant)
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Utilisation

Se référe a la norme 1ISO 11731: 2017 ou a d'autres procédures standard pour obtenir des colonies isolées a partir
d'échantillons et d'échantillons. Laisser reposer les plaques inoculées jusqu'a ce que l'inoculum ait été absorbé. Inverser
les plaques et incuber & 36 + 2 ° C jusqu'a 5-10 Pour vous assurer que l'atmosphére dans l'incubateur est humide,
placez un plateau d'eau dans le fond de I'incubateur. Remplisser ce plateau avec de I'eau fraiche (si nécessaire) chaque
fois que les plaques sont examinées. % (fraction volumique) CO, peut étre bénéfique pour la croissance de certaines
Iégionelles, mais ce n'est pas essentiel.

Examiner les plaques avec un microscope a plaques au moins trois fois a des intervalles de 2 a 4-5 jours pendant la
période d'incubation de 10 jours, car la légionelle se développe lentement et peut étre masquée par la croissance
d'autres organismes. Enregistrer le nombre de chaque type de colonie présent.

Les colonies de Legionella sont souvent de couleur blanc-gris-bleu-violet, mais peuvent étre brunes, roses, vert lime ou
rouge foncé. lls sont lisses avec des bords lisses et présentent un aspect caractéristique de verre dépoli. Sous la lumiere
ultraviolette, les colonies de plusieurs espéces sont d'un blanc brillant autofluorescent, mais d'autres sont rouges et L.
pneumophila apparait d'un vert terne souvent teinté de jaune. Toutes les colonies présumées doivent étre confirmées
par des méthodes culturelles, biochimiques, sérologiques ou génétiques.

Controle qualité

Température d'incubation: 36°C +2 Temps d'incubation: 2-5-10J

Inoculum: Gamme d'utilisation 100 + 20 UFC. Min. 50 UFC (Productivité) / 10*-10® UFC (sélectivité) selon ISO
11133: 2014 / Amd 1: 2018.

Micro-organismes Croissance Remarques
Legionella pneumophila ATCC® 33152 Productivité > 0.50
Leg. pneumophila ATCC® 33152 (MF method) Productivité > 0.50
Legionella anisa ATCC® 35292 Productivité > 0.50
Legionella anisa ATCC® 35292 (MF method) Productivité > 0.50
Escherichia coli ATCC® 8739 Inhibition partielle a totale
Pseudomonas aeruginosa ATCC® 9027 Inhibition partielle a totale
Enterococcus faecalis ATCC® 19433 Inhibée
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Conservation

Pour usage professionnel uniquement. A conserver fermé, loin de la lumiére, dans un endroit frais et sec (+4°C a 30°C).
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