FICHE TECHNIQUE

BOUILLON FRASER-DEMI

ENRICHISSEMENT SELECTIF PRIMAIRE POUR LISTERIA

1 DOMAINE D’UTILISATION

Le bouillon de Fraser-demi est utilisé pour I'enrichissement sélectif et différentiel (bouillon d’enrichissement primaire)
de Listeria monocytogenes et de Listeria spp dans les produits alimentaires, selon la norme NF EN ISO 11290-1.

Le milieu est également utilisé dans les méthodes alternatives rapides de détection et de dénombrement des Listeria
monocytogenes ou Listeria spp.

2 HISTORIQUE

En 1988, le milieu étudié par Fraser et al. représente une modification de la formulation de Donnelly et Baigent. La
composition de base, identique a celle du bouillon UVM, a été modifiée par adjonction de chlorure de lithium comme
agent sélectif et de citrate ferrique ammoniacal afin de visualiser les cultures qui, hydrolysant I'esculine, se
manifestent par I'apparition d’un noircissement dans le milieu.

3 PRINCIPES

La seule différence de concentration en acide nalidixique et en acriflavine des bouillons de Fraser-demi et de Fraser
ainsi que les deux étapes d'enrichissement, permettent une récupération trés satisfaisante de Listeria
monocytogenes. Le bouillon de Fraser-demi permet de réaliser I'étape d'enrichissement primaire, I'étape
d’enrichissement secondaire s’effectuant avec le bouillon de Fraser.

La polypeptone, I'extrait de levure et I'extrait de viande apportent les éléments nutritifs nécessaires a la croissance
des Listeria.

La forte teneur en chlorure de sodium permet d’accroitre la sélectivité du milieu.
Les phosphates agissent comme substances tampons pour le maintien du pH.

L'esculine est hydrolysée par les Listeria en glucose et en esculétine. Ce dernier composé forme un complexe noir en
présence des ions ferriques qui, apportés extemporanément par le citrate de fer, favorisent également la croissance
des Listeria.

Le chlorure de lithium inhibe la plupart des entérocoques susceptibles d’hydrolyser I'esculine.
L’acide nalidixique bloque la réplication de ’'ADN des microorganismes sensibles a cet antibactérien.
L’acriflavine supprime la croissance de la microflore secondaire a Gram positif.

4 FORMULE-TYPE

La composition peut étre ajustée de fagon a obtenir des performances optimales.
Pour 1 litre de milieu :

- Digestat enzymatique de tiSSUS @NiMaUX...........uueeeieeaiiiiiiiiieeeae e ariiiieeeeae e eeeeeeeeeeas 5,009
- Digestat enzymatique 08 CASEINE ........uuvviiiiiiee it et e s e et e e snsbae e e snneae e snnaeas 5,009
- Extrait autolytiqUE e IEVUIE.........eiiiiiiiii et 5,009
A= 11 o [TV = Vg o R 5,009
- ChIOrure de SOUIUM .......cciiiiiecce e e e s e e e e e s e s e e e e e e e snnnnneees 20,00 g
- Phosphate disodique anhydre* ... 9,60 g
- Phosphate mOoNOPOtaSSIQUE..........oiciiiiiiiee et e e e e e e e e e 1,35¢g
Sl 1Yol U |11 T SRR 1,00¢g
- Chlorure de TIthiUM ..o e e e e e ee e 3,009
- ACIE NANAIXIGUE ...eeeiiiiiie et 10,0 mg
- Acriflavine Chlorhydrate..........cooouiiiiiiii e 12,5 mg
- Citrate de fer [l ammoOniacCal............uueeiiiiiiiiieiieece e 0,50¢g

pH du milieu prét-a-I'emploia 25 °C : 7,2 £ 0,2.
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Pour 55 g de base déshydratée BK133

- Digestat enzymatique de tissus animaux ................. 509
- Digestat enzymatique de caséine..........cccccceevveeenneen. 5049
- Extrait autolytique de levure ............ccccceeeeeiiiiinieen.n. 5,00 g
- Extrait de Viande...........cooeeeeiiiieeieieeeeeeee e 5,00 g
- Chlorure de sodium ........cccuuueviieiiiiieeeeeee e 20,00 g
- Phosphate disodique anhydre* ................ccccuvveeenn.. 9,60 g
- Phosphate monopotassique..........cccveeeeeeeeiiivieeennn. 1,35¢g
= ESCUNNG...coii i 1,009
- Chlorure de lithium ..., 3,00 g

Pour un flacon de supplément BS030

Pour 55 g de base déshydratée BK173

- Digestat enzymatique de tissus animaux .............. 5049
- Digestat enzymatique de caséine.........c.....ccuvveee.. 509
- Extrait autolytique de levure...........cccccceeeeeeiiinnneee. 5,00 g
- Extrait de viande...........coooviieiieiiiiiiiiiie e 5,00 g
- Chlorure de sodium .........ccccvveeieeeiiiiiiiieieee e, 20,00 g
- Phosphate disodique anhydre* ........................... 9,60 g
- Phosphate monopotassique...........cccccceeeeeiiueneee.. 1,35¢g
S ESCUINE. ... 1,00 g
- Chlorure de lithium ........cooeeiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 3,00 g
- Acide NalidiXIQUE ....c.ccooeiiiiiiiereeeeiiiiiiiee e 10,0 mg
- Acriflavine chlorhydrate .............ccccoveieeeiiiiinns 12,5 mg

- Acide nalidixique .........ccceeeeeeiiiiiiineennn. 5,00 mg

- Acriflavine (chlorhydrate).................... 6,25 mg

- Citrate de fer (Ill) ammoniacal............... 0,25¢g
e

Pour un flacon de supplément BS032

- Acide nalidixique ..........cccceeeeieiiiiieenen. 22,5 mg

- Acriflavine (chlorhydrate)................ 28,125 mg

- Citrate de fer (Ill) ammoniacal............. 1,125¢g
[~

Pour un tube de supplément liquide BS062

(10 mL)

- Citrate de fer (Ill) ammoniacal................. 0,59
L=

Pour un flacon de supplément liquide BS059

(90 mL)

- Citrate de fer (Ill) ammoniacal............... 45049

* NOTE : Equivalent a 12 g d’hydrogénophosphate disodique dihydraté.

5 PREPARATION

e Mettre en solution 55,0 g de milieu déshydraté de Fraser (BK133 ou BK173) dans

1 litre d’eau distillée ou déminéralisée.

Agiter lentement jusqu’a dissolution compléte.
Répartir en flacons, a raison de 225 mL par flacon.
Stériliser a I'autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.
Refroidir a température ambiante.

Utilisation du milieu de base BK133

v/ Reconstitution :
55,0 g/L

v’ Stérilisation :
15 min a 121 °C

e Reconstituer le supplément lyophilisé sélectif pour Fraser ¥2 Qsp 500 mL (BS030) avec 5 mL d'une solution 1:1
éthanol / eau distillée stérile ou le supplément Qsp 2,25 L (BS032) avec 20 mL de la méme solution.
e Agiter le flacon plusieurs fois de fagon a assurer une compléte dissolution, tout en évitant la formation de

mousse.

e Ajouter 2,25 mL de supplément reconstitué BS030 ou 2 mL de supplément reconstitué BS032 dans chaque

flacon de 225 mL de bouillon.
e Homogénéiser parfaitement.

Utilisation du milieu de base BK173

e Ajouter stérilement dans chaque flacon de 225 mL de bouillon 2,25 mL d’'une solution stérile de citrate ferrique

ammoniacal a 5 % (BS059 ou BS062).
e Homogénéiser parfaitement.
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6 MODE D'EMPLOI

e A partir des flacons ainsi préparés ou des milieux complets prét-a-I'emploi en e ————
flacons ou en poches (BM016, BM133, BM134), introduire aseptiquement 25 g de 25 g dans 225 =
produit a analyser.

e Homogénéiser parfaitement. ¥ Incubation :
e Incuber a 30 £ 1 °C pendant 24 a 26 heures. 24a26ha30°C
NOTE

Le bouillon Fraser % peut étre aussi utilisé comme diluant dans le cadre du dénombrement de Listeria
monocytogenes (NF VALIDATION, BKR 23/05-12/07).

7 LECTURE

Les tubes, présentant ou ne présentant pas de noircissement, doivent obligatoirement étre repiqués sur les milieux
d’enrichissement secondaire ou d'isolement sélectifs. Une durée minimale de 24 heures est nécessaire pour
permettre la visualisation de la coloration noire.

Repiquer 0,1 mL de chaque tube dans un bouillon de Fraser pour les méthodes normalisées.
Repiquer sur COMPASS Listeria Agar pour la détection rapide de Listeria monocytogenes et Listeria spp (NF
VALIDATION, BKR 23/02-11/02).

NOTE :
Pour d’autres applications, utiliser le référentiel en vigueur.

8 CONTROLE QUALITE

Milieux déshydratés : poudre jaunéatre, fluide et homogene.

Suppléments lyophilisés sélectifs : lyophilisats bruns, donnant aprés reconstitution une solution brune, pouvant
présenter un précipité.

Supplément Citrate de fer 5% : liquide brun, pouvant présenter un précipité.

Milieu préparé (complet) : solution brunatre a reflets bleutés, pouvant présenter un Iéger précipité.

Réponse culturale aprés 24 heures d’incubation a 30 °C, puis subcultures sur COMPASS Listeria Agar (NF EN ISO
11133):

Microorganismes Croissance
Listeria monocytogenes 4b WDCM 00021
+ Enterococcus faecalis WDCM 00087 > 10 colonies caractéristiques
+ Escherichia coli WDCM 00013
Listeria monocytogenes 1/2a WDCM 00109
+ Enterococcus faecalis WDCM 00087 > 10 colonies caractéristiques
+ Escherichia coli WDCM 00012
Enterococcus faecalis WDCM 00087 < 100 colonies
Escherichia coli WDCM 00013 Inhibée

9 CONSERVATION

Milieux de base déshydratés : 2-30 °C.

Suppléments sélectifs pour bouillon de Fraser-demi : 2-8 °C.

Solution stérile de citrate ferrique ammoniacal a 5 % : 2-25 °C.

Milieu complet prét-a-I’'emploi en flacons ou en poches : 2-8 °C, a I'abri de la lumiére.
Les dates de péremption sont mentionnées sur les étiquettes.

NOTE:
Les milieux complets prét-a-'emploi en flacons ou en poches peuvent se conserver 2 mois entre 15 et 25 °C, a I'abri
de la lumiére, sans impact sur les performances microbiologiques.

Rue des Quarante Mines — ZAC de Ther — Allonne — B.P. 10245 — 60002 Beauvais Cedex — France Page 3sur 4
Tél: + 33 (0)3 44 14 33 33 — Fax : + 33 (0)3 44 14 33 34 — www.biokar-diagnostics.fr



http://www.biokar-diagnostics.fr/

Milieu de base préparé en flacons BK133 (*) : 180 jours a 2-8 °C.

Milieu de base préparé en flacons BK173 (*) : 180 jours a 2-8 °C, a I'abri de la lumiére.

Milieu complet préparé en flacons (*) : 180 jours a 2-8 °C, a I'abri de la lumiére.

Suppléments lyophilisés réhydratés (*) : 30 jours a 2-8 °C, a I'abri de la lumiére.

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

10 PRESENTATION

Milieu déshydraté de FRASER base Il :

[ F= ToT o] o [T 00 o RSOOSR BK133HA
ST CT T o [T T (o PRSP BK133GC
Supplément sélectif pour bouillon de FRASER-demi :

(OF0] i = ao [T O I { = Toto T K5 o 1Y o T 00 N o 1 RS BS03008
COffret de 8 flACONS GSP 2,25 L ..eieiiiiiiie etttk e e e b e e e ekt e e e et et e e e eabr e e e e anbn e e e e anbeeeeennes BS03208
Milieu déshydraté de FRASER-demi base (sans citrate de fer Il ammoniacal) :

[ E=Tolo T Mo (=T 1 00 o LR PP TOP PR RTPSPTP BK173HA
1T LU o (=TSN (o TP PSP PP PP PPPOTPRPN BK173GC
Solution stérile de citrate ferrique ammoniacal a5 % :

Coffret de 10 flACONS A8 90 ML......uiiiiiieiiiiiit ettt e e e e et e e e e e e e e s et bbb e e e e e e s s annbebeeeaeeesaannnbeneaeaaeas BS05908
SACNEt dE 7 TUDES A 10 ML ..ttt oottt e e e e e ettt e e e e e s et bbb e e e e e e e e aann bbb e e e eeeesaaannbnneeeaeeas BS06208
Milieu prét-a-I'emploi en flacons :

Pack de 10 flAaCONS A 225 ML ...oiiiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e s sttt e e e e e e sesnnnbeaeeeaeeeannnnnrnneeeeeeaanns BM01608
Milieu prét-a-I'emploi en poches souples :

Carton de 3 POCNES SOUPIES AE 3 L ..eiiiiiiiiiiiiiie ettt et e e st e e s st e e s snba e e e e neee BM13308
Carton de 2 POChES SOUPIES AE 5 L ..eiiiiiiiieiiiiiie ettt e et e e st ae e e e aeee BM13408
CaiSSE A 40 POCNES T8 5 L ...ttt ettt e e e st bt e e e e a bt e e s e a bt e e e nbe e e e et e e e eareas BM18808
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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 : FRASER DEMI_FR_v17.

Date création : 04-2003

Date de révision : 04-2018

Motif de révision : Correction de la composition du supplément
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