FICHE TECHNIQUE

BOUILLON MULLER-KAUFFMANN

ENRICHISSEMENT SELECTIF DES SALMONELLES

1 DOMAINE D’UTILISATION

Le bouillon au tétrathionate de Miiller et Kauffmann est un des plus anciens milieux traditionnellement utilisés pour
I'enrichissement sélectif des salmonelles.

2 HISTORIQUE

Le milieu a été décrit par Mller en 1923, afin de pouvoir favoriser I'inhibition des coliformes, tout en permettant le
développement des bacilles typhiques et paratyphiques. Kauffmann, en modifiant la formule, a obtenu un plus grand
nombre de résultats positifs avec cette méthode d’enrichissement préalable qu’avec la méthode directe d’isolement
sur des milieux sélectifs coulés en boites.

3 PRINCIPES

La bile de beeuf et le vert brillant inhibent principalement le développement des microorganismes a Gram-positif.

La production extemporanée de tétrathionate, résultant de I'action de la solution iodo-iodurée sur le thiosulfate de
sodium, provoque l'inhibition des coliformes et de la plupart des bactéries intestinales.

Il est possible de supprimer le développement des Proteus en rajoutant 40 mg de novobiocine par litre de milieu.

Le carbonate de calcium neutralise I'acide sulfurique qui est produit lorsque le tétrathionate est réduit. L’effet résultant
est de favoriser le maintien du pH.

4 FORMULE-TYPE

Cette formule-type peut étre ajustée de fagon a obtenir des performances optimales.

Pour 1040 mL de milieu
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- NOVODIOCINE (S NECESSAINE) ...eeeiiiviiieeiiiiee it e e sttt e e staee e e st e e s st e e e staeeeesraeeeeanes 40,0 mg
Pour un flacon de supplément BS033
Pour 88,3 g de base déshydratée BK135
- Novobiocine..........ccccevviiieennnnen. 10 mg
S T PIONE 8,45¢g LT
- Extrait de Viande ..........oooeeeiiiiiiiiieee e 4,23 ¢g
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SVert brillant........oooooeeee e 9,50 mg . .
lode, iodure de potassium :
7 Non fournis
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PREPARATION

Mettre en suspension 88,3 g de milieu déshydraté (BK135) dans 1 litre d’eau
distillée ou déminéralisée.

v' Reconstitution :
88,3 g/L

e Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante. o
e Maintenir I'ébullition pendant 2 minutes. v Stérilisation :
e Ne pas autoclaver. Ne pas autoclaver
e Refroidir le milieu a température ambiante.
e Dissoudre 4 g d’iode dans 20 mL d’une solution contenant 5 g d’iodure de :
potassium dans une fiole stérile. v Alout base :
e Ajouter la solution iodo-iodurée au milieu. 20 mL/L iodo-iodure
. . . . , v Ajout facultatif :
o AJouter gventt{ejlement 40 mgl/litre de base d'une solution de supplément 40 mg/L Novobiocine
Novobiocine stérile (BS033 ou BS056)
Reconstituer le supplément Novobocine 10 mg (BS033) avec 5 mL d’eau stérile ou
le supplément Novobiocine 40 mg (BS056) avec 20 mL d’eau stérile.
Agiter ou vortexer de fagon a assurer une dissolution compléte, tout en évitant la formation de mousse.
e Bien homogénéiser 'ensembile.
e Répartir stérilement a raison de 100 mL par flacon.
6 MODE D’EMPLOI
e Transférer 10 mL du bouillon de pré-enrichissement (Eau peptonée tamponnee [, £ ]
bouillon nutritif lactosé) dans 100 mL de bouillon ainsi préparé nsemencement.
ou ) 10 mL d’inoculum
e Incuber pendant 48 + 4 heures a43 + 1 °C. .
v'Incubation :
48+4ha43+1°C
7 LECTURE

Effectuer un isolement sur plusieurs milieux sélectifs spécifiques pour la détection de Salmonella (Gélose XLD,
COMPASS Salmonella Agar...), au moyen d'une anse bouclée. En présence de colonies caractéristiques, procéder
aux confirmations nécessaires.

8

CONTROLE QUALITE

Milieu de base déshydraté : poudre blanchatre, fluide et homogéne.
Suppléments Novobiocine : lyophilisat blanc, donnant aprés reconstitution une solution incolore, limpide.
Milieu préparé complet : suspension bleuatre, opaque, présentant au repos un précipité important.

Réponse culturale apres enrichissement pendant 48 heures a 43 °C, puis repiquages sur XLD

Microorganismes Croissance

Salmonella Enteritidis WDCM 00030 > 10 colonies caractéristiques
+ Escherichia coli WDCM 00013

+ Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025

Salmonella Typhimurium WDCM 00031 > 10 colonies caractéristiques
+ Escherichia coli WDCM 00012

+ Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025

Escherichia coli WDCM 00013 < 100 colonies
Enterococcus faecalis WDCM 00087 < 10 colonies
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9 CONSERVATION

Milieu de base déshydraté : 2-30 °C.
Suppléments sélectifs Novobiocine : 2-8 °C.
Les dates de péremption sont mentionnées sur les étiquettes.

Milieu de base préparé en tubes ou en flacons (*) : 30 jours a 2-8 °C.

Milieu complet préparé en tubes ou en flacons : utiliser le jour méme de I'adjonction de la solution iodo-iodurée et
de la Novobiocine (le cas échéant).

Suppléments Novobiocine réhydratés (*) : 30 jours a 2-8 °C.

(*) Valeur indicative déterminée dans les conditions standards de préparation, suivant les instructions du fabricant.

10 PRESENTATION

Milieu de base déshydraté :

I E= oo T o [=IR1 010 o IO O PSP PP PP UPPPO BK135HA
Suppléments sélectifs Novobiocine :

Coffret de 10 flaCONS A& 10 MQ....ccciiii i ———— BS03308
Coffret de 8 flAaCONS A& 40 MY ....ccoee i BS05608
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12 AUTRES INFORMATIONS

Les mentions portées sur les étiquettes sont prédominantes sur les formules ou les instructions décrites dans ce
document et sont susceptibles d’étre modifiées a tout moment, sans préavis.

Code document : BOUILLON MULLER KAUFFMANN BASE_FR_V9.
Date création . 06-2003

Date de révision : 03-2016

Motif de révision : Révision générale.
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