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Pour la mise en ceuvre des analyses de détection, d'identification ou de confirmation des organismes
phytopathogenes de quarantaine, les laboratoires peuvent acheter des réactifs et/ ou des kits commerciaux mais
sont souvent amenés a préparer des milieux, solutions, tampons,... en complément, et ce pour presque toutes les
techniques (ELISA, immunofluorescence, isolement sur mileu, PCR,...)

Dans le double objectif d'une part d’harmonisation des pratiques entre laboratoires et d'autre part de
facilitation du recours a des milieux communs entre les différentes méthodes d'analyses, un document unique
regroupant les tampons, solutions et milieux a été élaboré. Ce document, appelé dans I'ensemble des méthodes
officielles sous le nom de « REP 001 » ou « répertoire des recettes » est donné en annexe en piéce jointe de la
présente note.

La composition des recettes est celle en vigueur au sein du LNPV. Certaines compositions sont issues
d'essais internes ayant abouti a l'optimisation de certains milieux (données non publiées). Tous les laboratoires
agréés doivent prendre connaissance de son contenu. Si la mise en ceuvre de ces recettes n'est pas impérative,
en cas de divergence de composition avec les recettes qu'il utilise, le laboratoire est tenu de disposer :

- de publications scientifiques ;

- ou d'études comparatives prouvant I'absence d'incidence sur le résultat des analyses.

Ces écarts doivent étre notifiés au laboratoire national de référence (LNR) pour la détection des
organismes nuisibles lors des essais inter-laboratoires d'aptitude.

L'ingénieur en Chef des ponts, des eaux et des foréts,

Sous-directeur de la qualité et de la protection des végétaux

Robert TESSIER
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Répertoire des recettes MOA REP 001 version 1b

Droits de reproduction et Copyright

Le présent document est, sous sa forme électronique, mis gratuitement a la disposition des usagers du
ministére chargé de I'agriculture en tant que méthode.

Le présent document est la propriété du ministére chargé de I'Agriculture, toute reproduction qu’elle soit
totale ou partielle ne peut étre effectuée qu’a la condition expresse que la source soit citée.

Dates de validité du présent document

Le présent document a valeur de méthode officielle a compter de sa date de publication indiquée ci-apreés.
Il remplace alors de facto toute version antérieure.

Cependant, et sauf indication contraire explicite, la version précédente peut encore étre utilisée pendant
une durée maximale de 18 mois a compter de la date de publication de la nouvelle version, afin de tenir
compte des cycles d’'accréditation auxquels sont soumis les laboratoires de référence, agréés et reconnus
officiellement.

Ce document étant susceptible d’évolution, il est de la responsabilité exclusive des utilisateurs de vérifier
régulierement qu'ils disposent bien de la derniére version.

Le tableau ci-dessous récapitule I'historique des versions de la méthode.

n° méthode Consultation publique Validité
Numéro de la Début Fin Début Fin
version
MOA REP 001 Mai 2010 Aot 2010
version la
MOA REP 001 Sans objet Sans objet Septembre 2010
version 2
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PREAMBULE

OBJET DES METHODES OFFICIELLES

Les méthodes officielles, au sens du décret 2006-7 du 4 Janvier 2006, sont les méthodes validées par le
ministére chargé de I'Agriculture pour l'utilisation dans le cadre des actes officiels relevant de ses services
(plans de controle et de surveillance, contrbles a l'importation et a I'exportation...). Ces méthodes
concernent le diagnostic, la détection ou l'identification d’organismes nuisibles aux cultures, d’organismes
envahissants ou d'organismes génétiqguement modifiés pour le domaine d’application précisé dans la
méthode.

Ces méthodes servent de « méthodes publiées » au sens de la norme 1ISO 17025 pour I'accréditation des
laboratoires par le COFRAC.

GLOSSAIRE, ABREVIATIONS ET DOCUMENTS CONNEXES

Afin de limiter les problemes d'interprétation des termes employés, le vocabulaire utilisé dans les
méthodes officielles du ministére chargé de l'agriculture est issu des normes, guides ou glossaires
nationaux ou internationaux appropriés (AFNOR, ISO, CIPV, OEPP...).

Le glossaire GLO-001 reprend les principales définitions. L'attention des lecteurs est attirée sur le fait que
les termes intégrés au glossaire ne sont, en régle générale, pas spécifiquement repérés dans le corps des
méthodes officielles.

Certains documents (composition de milieux et tampons...) peuvent étre communs a plusieurs méthodes
officielles. Pour faciliter leur harmonisation et leur mise a jour, ils sont rassemblés dans des recueils
spécifiques, considérés comme faisant partie intégrante des méthodes officielles. Les méthodes officielles
appellent alors ces documents spécifiques en donnant leur code tel que repris dans les recueils.

CONSIDERATIONS D'ORDRE METROLOGIQUE

Afin d’'alléger la lecture des méthodes officielles, seules les valeurs cibles des grandeurs mesurées sont
indiqguées dans le corps du texte, en unités du systéme international. Les erreurs maximales tolérées
(EMT) a prendre en considération sont données dans le tableau ci-aprés (dans le cas contraire, des
spécifications sont précisées dans le texte des méthodes).

Volume volume <a 10 mL : EMT =+ 10%
Volume>al1l0mL :EMT=+5%

Masse EMT = 10%

pH EMT =0,3u

Température incubateur : EMT =+ 3°C

réfrigérateur : 5°C et EMT = + 4°C
congélateur : <-18°C

congélateur froid intense : <-65°C
Longueur EMT = 10%

Temps EMT = 10%

Répertoire des recettes
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REVUE DES METHODES OFFICIELLES, AMENDEMENT ET MODIFICATION

Une consultation publique est organisée en tant que de besoin avant la publication des méthodes
officielles. Le document de travail est mis a disposition sur le site du ministere en charge de I'Agriculture
pendant une période de deux mois, au cours de laquelle les visiteurs sont invités a faire connaitre leurs
remarques, commentaires et suggestion et a signaler toute erreur, omission ou imprécision.

Les méthodes officielles sont par ailleurs revues périodiguement a linitiative du ministére chargé de
I'Agriculture ou du laboratoire national de référence. A chaque modification, le code de la méthode
change comme indiqué au chapitre « principales modifications par rapport a la version précédente ».

Les usagers sont également invités a faire connaitre dans les meilleurs délais leurs remarques,
commentaires et suggestions, et a signaler toute erreur, omission ou imprécision constatées.

Répertoire des recettes
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ORIGINE DE LA METHODE ET REMERCIEMENTS

La présente méthode a été élaborée par le pble « Développement de méthodes » du LNPV sur la base
des publications internationales disponibles et des modes opératoires internes des différentes stations du
LNPV.
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PRINCIPALES MODIFICATIONS PAR RAPPORT A LA
VERSION PRECEDENTE

Une modification concerne des parties clé ou le fond méme de la méthode officielle, dont la prise en
compte est susceptible d’améliorer significativement la portée ou le résultat de la méthode d’analyse. Sa
prise en compte peut nécessiter des adaptations importantes, c'est pourquoi un délai est en regle
générale accordé pour que les laboratoires de référence, agréés ou officiellement reconnus l'intégrent
dans leur processus d'analyses. Dans certains cas, clairement précisés, une modification peut nécessiter
une prise en compte immédiate par les laboratoires. En cas de modification majeure, le numéro de
version est incrémenté d'une unité (exemple: le version vlc devient v2a). La méthode ainsi modifiée est
considérée comme une nouvelle méthode.

Une amélioration est une modification mineure, qui apporte des précisions utiles ou pratiques, reformule
les propos pour les rendre plus clairs ou plus précis, rectifie des erreurs bénignes. En cas d’amélioration,
le numéro de version reste le méme mais la lettre associée est incrémentée (exemple: la version vlc
devient v1d). La méthode ainsi améliorée n'est pas considérée comme une nouvelle méthode.

MODIFICATIONS

La présente version les modifications suivantes par rapport a la version la soumise a consultation
publique :

- la durée de conservation des tampons est rendue plus flexible en laissant la possibilité
de les conserver 1 mois et non 15 jours sous réserve que les témoins des analyses
donnent les résultats attendus, ceci afin de mettre en cohérence avec la plupart des
méthodes officielles spécifiques ;

- la possibilité d'une alternative a I'autoclavage systématique des tampons est offerte par
I'utilisation d’eau distillée autoclavée, I'autoclavage des tampons pouvant, dans certains
cas, altérer la qualité des composants chimiques ;

- ajouts de recettes pour la nématologie et d'autres analyses ;

AMELIORATIONS

Sans objet (premiére version publiée).

Répertoire des recettes
Page 9 sur 38



Répertoire des recettes MOA REP 001 version 1b

DESCRIPTION DE LA METHODE

1. Objet.

L'objet de la présente méthode officielle est de donner la composition et le mode opératoire (« recette »)
pour la fabrication des principaux tampons, solutions et milieux utilisés dans les analyses de détection ou
identification d’organismes nuisibles dans le domaine de la phytopathologie.

Ce recueil a été élaboré en vue du regroupement des recettes des tampons, solutions et milieux pouvant
étre communs a plusieurs méthodes officielles, plusieurs organismes nuisibles. S’agissant des milieux, les
différentes recettes ont été réparties en milieux non sélectifs, semi-sélectifs et sélectifs (voir explications
ci-apres) selon leur degré de sélection.

2. Domaine d’application.

La présente méthode s’appligue communément a toutes les méthodes d’'analyse officielles réalisées dans
le domaine de la phytopathologie pour le compte du ministére chargé de I'Agriculture. Ces derniéres
renvoient systématiquement au présent répertoire sous la référence REP 001.

Bien que publiés comme méthode officielle et donc d’application obligatoire en vue d’'une harmonisation
des pratiques pour les analyses effectuées en vue de la détection des organismes nuisibles sur les
végétaux, les milieux et tampons proposés ci-aprées les laboratoires peuvent, le cas échéant, étre modifiés
par les laboratoires pour autant :

- gu'ils soient en mesure de justifier soit d'une expérience significative avec le milieu

modifié soit de publications scientifiques correspondantes ;

- gu’ils en aient informé le laboratoire national de référence.

lIs doivent en outre avoir obtenu des résultats satisfaisants aux essais d’aptitude.

3. Exigences générales

3.1. Personnel, équipements et consommables

Pour la fabrication des milieux, tampons, solutions,... le laboratoire doit faire appel a du personnel
autorisé et des équipements et consommables appropriés.

En regle générale, le manipulateur doit veiller (par I'utilisation de produits et consommables certifiés,
nettoyage, stérilisation ou tout autre traitement appropri€) a I'absence dans l'eau, les produits et les
consommables utilisés, de contamination (ADN ou ARN), de nucléase, d’inhibiteur ou de tout autre
élément pouvant interférer sur le résultat.

Les recommandations des fournisseurs en ce qui concerne les conditions de stockage avant utilisation
ainsi que les modalités de conservation en cours d'utilisation seront suivies. En I'absence de telles
données, le laboratoire définira les conditions qu'il jugera les plus optimales.

3.2. Pratiques pour le contréle qualité

Les dispositions du point 4 de la norme ISO/TS 11133-1 : 2000" (partie non reproduite) sont applicables
pour la fabrication des milieux, tampons et solutions en ce qui concerne :

- la documentation (point 4.1 de ladite norme) ;

- la conservation (point 4.2 de la norme) a I'exception des éléments donnés ci-apres ;

- la préparation des milieux en laboratoire (point 4.3 de la norme) ;

! Microbiologie des aliments — Guide pour la préparation et la production des milieux de culture. Partie 1 :
guide général pour I'assurance de la qualité pour la préparation des milieux de culture en laboratoire
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- la préparation avant utilisation (point 4.4 de la norme) ;
- lamise au rebut des milieux (point 4.5 de la norme).

S’agissant de la conservation des solutions et tampons, sauf indications contraires, une fois stérilisés, ils
peuvent étre conservés 6 mois dans un endroit sec et ventilé, a I'abri de la lumiére et de la poussiére. A
I'ouverture, les flacons stérilisés sont a utiliser dans le mois. Cette durée peut étre portée a 15 jours dans
certains cas. Les flacons non autoclavés sont a utiliser au maximum dans un délai de 15 jours.

Il est préconisé de réaliser la stérilisation par autoclavage a environ 120°C pendant 20 min sauf
indications contraires.

Les milieux de culture doivent quant a eux étre utilisés dans un délai de 2 mois apres fabrication. En cas
de non utilisation dans les deux mois, un nouveau contrdle de conformité du milieu est réalisé.

En cas de changement de couleur, de signe d'évaporation/déshydratation ou prolifération microbienne, il
convient d’éliminer tout le lot de milieu.

3.3.Le contrdle qualité des milieux

Les milieux (cf. point 4.3) font I'objet de contrble qualité physique et microbiologique conformément aux
dispositions des points 5.1 et 5.2 de la norme ISO/TS 11133-1 : 2000 (en ce qui concerne les contrbles
qualitatifs).

En l'occurrence, chaque lot de fabrication? d’un milieu (commercial ou fabriqué au sein du laboratoire)
donnera lieu a une vérification sur au moins :

- 1 souche pour les milieux non sélectifs ou sélectifs ;
- 2 souches pour les milieux de différenciation : 'une devant étre inhibée, la seconde ne devant pas
I'étre.

3.4.Les antibiotiques et assimilés

La pesée et de maniére plus générale la manipulation des antibiotiques et assimilés est considérée
comme critique lors de la fabrication des milieux sélectifs. Les laboratoires doivent mettre en ceuvre des
procédures adaptées pour la réalisation de ces taches.

Ces procédures devront nécessairement intégrer les aspects liés a la sécurité des opérateurs.

4. Lerépertoire des recettes

Pour le présent répertoire, « milieu non sélectif», «milieu disolement sélectif », « milieu de
différenciation » s’entendent au sens de la norme ISO/TS 11133-1: 2000 (respectivement points
3.3.4.5.2,3.3.45.1 et 3.3.4.6).

Remarque 1 : s'agissant de I'eau, utilisée pour la fabrication de hombreux tampons, solutions et milieux,
sauf indication contraire, I'eau distillée peut étre remplacée par de I'eau déminéralisée, (bi)distillée ou
osmoseée (voir aussi point 4.3.2. de la norme précitée).

2 0n entend par lot de fabrication I’ensemble des boites, tubes, flacons,... issus d’une méme pesée par le méme
opérateur le méme jour a partir des mémes numéros de lots de fabrication des composants. Ex : si 2 litres de LPGA
ont été fabriqués dans un méme flacon de 2 L avec chacun des composants définis pour 1 litre x 2, autoclavé et
réparti en boite = 1 lot. Si 2 flacons ont été préparés, chacun ayant donné lieu a des pesées différentes, méme s’il
s’agit du méme opérateur et que la préparation a été faite le méme jour, il s’agira de 2 lots distincts.

Répertoire des recettes
Page 11 sur 38



Répertoire des recettes MOA REP 001 version 1b

Remarque 2 : les laboratoires peuvent choisir d’autoclaver I'eau ou utiliser de I'eau autoclavée et non
d’autoclaver les tampons préparés si la qualité des composants chimiques utilisés est susceptible d'étre
altérée. OK
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Nom du
Technigue | tampon ou de Synonyme Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution )
eau Voir PBS (0,01 M, pH =7,2)
GENERIQUE3 Eh, {siologigue
tamponnée
[ o [ 2P PP P TP PUPTPPRPUPR 5,0g |Conservation en bouteille en verre |15
GENERIOUE lodure de POtasSIUM :......uuiiiiiie e e e e 10,0g |[fumé
© Lugol EaU diStlIEe .ovrrrorrorrrron e 100 mL
Utilisation en diluant au 1/5°™ dans de I'eau distillée
GENERIQUE Solution de Potasse Hydroxyde de potassium (KOH) ......ccccccooiiiiiiiiiee e, 3,09 23)
KOH EAU dIStIIER ...t 100 mL
Hydrogénophosphate de disodium (Na,HPO,, 12 H,0) ................... 2,70 g | Stériliser par autoclavage let
GENERIQUE Tampon de Dihydrogénophosphate de sodium (NaH,PO4 2 HyO0)....coevnvvevennene. 0,409 4
reprise de culot BaU dIStIlIEE ..o 1000 mL
pH=7,2
Tampon PBS Chlorure de sodium (NaCIH) .......coevieeeiiiiiecee e 8,0¢g Stériliser par autoclavage let
~ampon £55 cau Hydrogénophosphate de disodium (Na;,HPO,, 12 Hy0)...........oc....... 2,79 4
GeneriQUE | (Q.OLM.pH= | physiologique |y 6 04n0phosphate de sodium (NaH;PO, , 2 H0 0.4
7.2) tamponnée, ydrogeénophosphate de sodium (NaH,PO, , 20) i, 4q
tampon IF Eau distillée ... 1000 mL
pH=72
Hydrogénophosphate de disodium (Na,HPO,, 12 H,0).................. 10,74 g | Stériliser par autoclavage let
GENERIQUE Tampon de Potassium phosphate, dibasique (KH2PO4)....c.coviviveiiiiiiiiiiiiie 2,72 g 4
macération EaU dIStllEE ..ot 1000 mL
pH=7,0
Sodium sulfite anhydre..........c..oeeeiiiii 1,39 Stériliser par autoclavage.
OVAIDUMINE ..o 29
ELISA GEB = = TSROSO 20g
TWEEN 20 .oiiiiiiiii et 20,59
d S PPPPPTN 10L
Carbonate de sodium (NasCO3)....ccccouiiiiiiiiiiieeeieciiriiee e e eivneeeeas 1,59 ¢ Stériliser par autoclavage
ELISA Tamoon Tampon de Eggrgigsttei“ggarbonate de sodium (NaHCO3) .....cccceveeeeeeiiiiiiiieeeeennn, 1 0309%3
c_p_arbonate coating L O

% Générique : pouvant étre utilisé dans des manipulations faisant appel & différentes techniques
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Nom du
Technigue | tampon ou de Synonyme Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution )
TaMPON PBS-T oottt a e e e e e e e 10,0 mL Préparation extemporanée, ne pas
ELISA Tampon, Albumine sérique boving (BSA) .....uuvuiieeiiiiiiieeiee e e e 0,02 g autoclaver.
conjugué
Remarque : du PVP peut étre ajouté selon les recommandations du fournisseur
Tampon de Polyvynilpyrrolidone (PVP 25) ... 20¢g Préparation extemporanée, ne pas
ELISA broyage PBS-T- PBS-T X cooeeeeeeeeeeieieeeeeeeeee e es sttt es s s s s s 1000 mL | autoclaver.
PVP
Polyvynilpyrrolidone (PVP 40) .......ccooiiiiiiiiiiieeiiieee e 59 Préparation extemporanée, ne pas
Tamoon de Sulfite de SOAIUM ....cciiieeec e e 0,325¢ autoclaver.
ELISA b —L_ : Albumine sérique BovINE (BSA) ......uuiiiiieiiieiiee e 0,59
broyage PBS-T- Tween 20 5
PVP (20%) PBS-T IX ciiiiie sttt ettt e e a et a e e e e s nrraaaaean 100 mL
pH=8,0
Trizma® Base (NHoC-(CH20H)3)....ouireeeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 2439 | Stériliser par autoclavage
Chlorure de sodium (NACI) ........oooiiiiiiiii e 8,09
ELISA Tamoon de Polyvynilpyrrolidone (PVP 40) .......ccuuiiiiiiiiiiiiieeee e 20,09
br_p—o age Viane TWEEN 20 .. 0,5mL
broyage vighe Pour tampon LX. ... gsp 1000 mL
Pour tampon 10X, ... qsp 100mL
pH=28,0
ELISA Tampon de Voir tampon carbonate
coating
B IV o 2 SRR 0,5mL Stériliser par autoclavage.
ELISA I%%r PBS-T 1 X FF)’E'S_ I;LJSA LN 1000 mL*
ELISA) * ou 800 mL d’eau distillée + 200 mL de PBS ELISA 5N
Chlorure de sodium (NaCIH) .......oeeviieeiiiiieeecee e 8,0g Stériliser par autoclavage
Dihydrogénophosphate de potassium (KH;POy) .....coviveviviiiiiiiiniieen, 0,2g
Hydrogénophosphate de disodium (Na;HPOy, 12 Hy0)....ccoevvveenenens 294¢g
ELISA PBS*ELISA1N PBS 1X (0U NapHP O, @NNYATE .......oeeeeeee e 1,15 g)
Chlorure de potassium (KClI)......cooioiiiiiiiiieeeiiieeeee e 0,29
EaU diStllEE ...t gsp 1000 mL
pH=7/4

* Phosphate Buffered Saline
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Nom du

Technigue | tampon ou de g%\w Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution
N = L PR 40,0 g Stériliser par autoclavage
[ P 1,0 g
ELISA NP2 B o | O I Y 0 PSPPI 145¢g
PBSELISASN KL ettt saaean 10g
EaU diStill@e......eeiieeieeie e gsp 1000 mL
pH=74
ELISA PBS T 1X Talr:\?:;ede Voir tampon de lavage pour ELISA
DI&thanolaming .........oocuviiiiiiiii e 97,0 mL
ELISA Tampon Tampon = T 0 153 1] 1= gsp 1000 mL Avant utilisation, dissoudre 1 mg de
substrat diethanolamine | pH = 9,8 (a ajuster avec une solution HCI concentrée). pNPP dans 1 mL de tampon substrat.
Certains fabricants préconisent également I'ajout de 0,1 g de MgCl
o Chlorure de sodium (NaCI) ........oevveiieeiiiiieee e 1759 Conservation a 5°C +/- 4°C
Hybridation | Tampon d’acide ACIAE MABIGUE.......c.evieivieiiteieieeeeee et 23,29
moleculaire maléique EaU AISHIEE...........ocveveveecececeeeceeeeeeeeeeee e gsp 2000 mL
pH=75
Hybridation Tampon de Tampon de Solution stock de blocking Reagent 10%...........cccovuveeeiiiiieeeeiiiieeennns 10 mL
moleculaire saturation “blocking” Tampon d'acide MAlGIQUE ..........cvevveeeeeeeeeeeeee e 90 mL
o I £ PR PURUUPURTPR 12,114 g Ajuster le pH avec de I'HCI .
Hybridation Tampon de Chlorure de sodium (NACI) .......cccovieeieiiecee e 5,844 g
moléculaire détection EaU GISHIIEE ..ot gsp 1000 mL
pH=9,5
o Tampon de ] O O] 0 ) G RSP RRR 180 mL Conservation a 5°C +/- 4°C
Hybridation dénaturation FOrmMaldenyde & 3790 ...uceveiveeeeecieieeeee et ste ettt 120 mL
moléculaire (15%
formaldéhyde)
Hybridation Tampon de SCC 20 X......... s 8 mL | Conservation a 5°C +/- 4°C
moléculaire dilution (7,5% FOrmaldéhyde & 3790 .....cccoouviiieiiiiiee s 2mL
formaldéhyde)
dati Tampon d'acide MaliQUe...........ccoiueeeiiiriiiie e 1000 mL
Hybridation
m%léculaire Ta—mm TWEEBN 20 . 3mL
rincage
IF Solution de bleu Contre- BlEU O'EVANS ...t 100 mg Conservation a 5°C +/- 4°C, a l'abri
d’Evans margueur PBS (0,01 M, PH = 7,2) st gsp 10 mL de la lumiére
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Nom du
Technigue | tampon ou de Synonyme Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution )
Hydrogénophosphate de disodium (Na,HPO, , 12 H,0).....ccevveennnees 3,29 Aliquotage en microtube 12
L Dihydrogénophosphate de sodium (Na H,PO,, 2 H,0).................. 0,195¢ Stériliser par autoclavage
IF alycérine - L e ) R ;
tamponnée Glyceroll (glycenne DIdIStIlIER) .eeeeeee e 50 mL Aliquots a usage unique
famponnee EAU AIiSHIIEE ...ttt 100 mL
pH=7,6
tampon PBS, | Voir tampon de rincage (PBS 0,01 M, pH = 7,2) - générique
eau
" Tampon IF physiologique
tamponnée
MOSO4 s environ 7,2 kg Aprés ajustement, Filtrer sur un tamis
EQU (CRAUAE) ..ovovieeiieeeeeeeee e environ12L |[de 40 um pour éliminer toute
Ajuster la densité aprés mélange complet et refroidissement & 1.18 avec de I'eau ou | Pollution et stocker la solution dans
du MgSO4 un fat en plastigue & température
ambiante.
Maintenir la solution a l'abri de la
lumiere afin d’éviter le
NEMATO- MgS04 Liquide de développement d’algues
LOGIE densité 1,18 séparation
Matériel spécifique nécessaire : Fat
de stockage, Cuvette, Récipient
circulaire de plus de 15 L, en
plastique (seau ou bassine),
Agitateur, Entonnoir, Eprouvette
graduée de grand volume, Tamis de
40 pm, densimétre
PECHNASE 150 ...cociiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt ettt e et e e e e e e eseeeseesaeeeees 150 Mélanger jusqu'a obtention d'un
CellUIASE 3090 ..uviveeeeecreeeee ettt ete e sreste e sre s e sresaeeene e 300 mL meélange homogene.
BAU e e gspllL Conserver la préparation au frais
NEMATO- Solution dans le refrigerateur, pendant une
LOGIE enzvmatigue durée maximale _d_e 2 mois. .
gnzymatigue En cas dapparition de moisissures
dans la bouteille, passer la
préparation sur un filtre papier ou sur
un tamis de 40 uM avant utilisation.
Chloroforme : ChIOrOfOIME ... e 24 mL
PCR alcool Alcool ISOAMYIIGUE ......eviiiiieiee e 1mL
isoamylique
24/1
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Nom du
Technigue | tampon ou de Synonyme Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution )
NN = L PSR 8049
1= T [ SN 249
S PSR 29
PCR TBST 10X TWEEN 20 ..ottt 5 mL
Tris [hydroxyméthyl] aminométhane (NH,C-(CH,OH)3) ....ccvvvvveeeennen. 24 ¢g
BaU AiStIlEE ... eeiiieii e gsplL
pH = 7,4 pour solution 1 X
O Y = TP PUPPRR R 30g |Ajuster le pH avec environ 20 mL |7
NN = T USRS 81,81 g |d'HCI concentré
Tampon de E DT A ettt et ettt et e et e e ae e be e re et e ereenes 7,449
PCR broyage CTAB Tris HCl OU THZMA® DASE ......cvoveeececeeeeeee e, 121,1¢
3% Eau distillée...........oooiiiiii 700 mL
pH =8,0
Eau diStillEe.........cuvviiiiiiiiiiiiiiiicc e qsp1000 mL
La glycérine bidistillée est parfois
. Bleu de bromophénol............cooiiiiiiii e 0,065¢g remplacée par du saccharose,_ du
PCR Tampon de Solution de Glycérine bidistillée stérile (glycérol) 754 xyléne cyanol,... dans certaines
charge bleu de charge c ee sterile (glyCerol).........oomvvinriiiniiiii , compositions.
charge AU UItra pure SEEMIE ... 25 mL La dilut o .
a dilution se fait également parfois
dans du TBE 0.5X ou du TE x1
Trizma® hydrochloride (NH,C-(CH,OH)3 HC ..o 1,58 g | Stériliser par autoclavage possible 20
Chlorure de sodium (NaCI) .......cooiiiiiiiiiiiiee e 0,739
PCR Tampon tampon de EDTA, 2HO ...ttt bavebebebebebabeberebarabaesrarnranes 0,46 g
Edwards lyse Dodecyl sulfate de sodium (SDS) .......cccoveiiuieiiiieiiie s 0,259
Polyvinylpyrrolidone (PVP 360) ..........eeiiiiiaiiiiiiiieeee e 10g
EAU ISHIIEE ... cei ettt e e e e ae e e nees 50 mL
Tampon de Polyvipylpplypyrrolidone (PVPP) e 10,0 g | Stériliser par autoclavage possible
PCR macération EaU dISHIIEE ..o 1000 mL
PVPP 1X
THZMA SIGMA 7-9% ..o, 0,619 14
d,TampO.” EDTA oo eee e e e s e e ee e 0,75g
PCR Tampon TENPP d,AeDX,Lr%CSgﬂir Chlorure de Sodium (NACI) .........ccvivieeeeeeeeeeee e, 0,59 g
de sol Polyvyni_lpolypyrrolidone (PVPP) e 5049
EaU dISHIIEE ..ottt e e 100 mL
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Nom du
Technigue | tampon ou de g%\w Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution
dTamloo_n THZMA SIGMA 79 ..ottt 1,29 14
PCR is 7- EXUACHON | EQu ISHIEE ......oveveveeeeeicieieieie et 1000 mL
Tampon Tris 7-9 d’ADN A partir
de sol
Il est recommandé de se procurer
Trizma base (Tris[hydroxyméthyl] aminométhane (NH,C-(CH,0H)3))108 g ggggeicilr:?igﬂ talr?)po;g tollj;e [_)rrgtEe ae!;
ég'(lj'i%()g?;fulmsﬁqﬁ ensuite dilué dans de l'eall oSMosée
_ 0,5 MOLL™ oo 2 0.5 X pour son utilisation pour la
bcR Tampon Tris BaU dISHIIEE .....eeeeiieiee e 700 mL préparation des gels
borate EDTA pH =380 . d'électrophorése et du tampon
TBE) 10X Eau diStillEe .....evveeeiiee e 1000 mL d'électrophorése
NB: la fabrication de TBE 5X est également possible. Adapter en Il est toutefois envisageable de le
conséquence les quantites fabriquer soi-méme en l'autoclavant
avant emploi.
c Tampon Tris E D T A et 50 mM
PCR ‘e
EDTA (TE) -[I)-Ir-I|S=H8C(IJ ............................................................................................ 10 mM
EDTA QNNYAre.....oooeiiieie e 0,349 Selon exigences ISO 21571
c Tampon Tris I £ PP UPUPRPPTR 1219
PCR lampon Irs il A
EDTA (TE) rI;fillu:désgllee ....................................................................................... 50 mL
Eau diStillEe.........cvviiiiiiiiiiiiiiicc e gsp 1000 mL
Tris [hydroxyméthyl] aminométhane (NH,C-(CH,OH)3) ................... 121g |a) Préparer 1.21 g de Tris
Tampon Tris HCI 25% b) Ajouter 80 ml d'Eau Ultra
PCR HC_Ip— 0.1 M, pH BAU UIIa PUE .....ooiiiiiiiie et 100 mL | Pure)
'@ pH=8,0 Ajuster le pH a 8 en ajoutant goutte a

goutte HCI a 25%d)
Compléter 100 ml d'Eau Ultra Pure
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Nom du
Technigue | tampon ou de Synonyme Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution )
Na,SO; 0.75g |Dissoudre 0,75 g de Na2S0O3 dans
Nal 45 g | 40 mL d’eau déminéralisée.
Solution Eau distillée 40 mL | Ajouter 45 g de Nal et agiter jusqu’a
Spécifique d'iodure de dissolution. 16)
sodium (Nal) Filtrer sur papier et stocker a
6M I'obscurité a 5°C.
Ne pas conserver si un précipité
apparait.
SIICE i ———— 15 g | Suspendre 15 g de silice dans 100
€AU URIA PUIE ..vveeeeeie e 2 x 100 mL | mL d’eau ultra pure dans une
HCI1N éprouvette graduée de 100 mL.
Bien mélanger et laisser sédimenter
pendant 24 heures a température
ambiante.
Aspirer 85 mL de surnageant et
Spécifique Suspension de ajouter 100 mL d’eau ultra pure.
silice Remettre en suspension la silice et 16)
laisser sédimenter pendant 5
heures.
Aspirer 90 mL de surnageant.
Ajuster a pH 2,0 avec du HCI 1 N
Aliguoter en petit volume et
stériliser par autoclavage.
Stocker a 5°C.
PVP 10 (polyvynilpyrrolidone) .........ccoovcciviiiiiee e 20,0 g | Stériliser par filtration (0.22um).
Tampon de D- .mannitol s 10,0 g | Conservation 6 mois, 2 mois apres
Spécifique _p—macération Acide a;cor@qqe ................................................................................ 1,76 g | ouverture.
anti-oxvdant Glutathion FEAUIL.........cc.eviiieei e e e enneees 3,09
anfEoytan Tampon PBS ELISA IN ... gsp 1000 mL
pH=7,0
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Nom du

Technique | tampon ou de Synonyme Composition Mode opératoire / précisions Réf.
la solution )
Trizma® base (NH2C-(CH20H)3) ......ccccccoviiieeeeciieeeeciee e 24,23 g | Steriliser par autoclavage.
NN = L SRR 8,0g
Spécifique Tampon TRIS- Y O N 20,09
PVP TWEEN 20....eiieieeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeerererssarererersrsrarerererereratererarererararararararar. 0,5mL
EaU diStllE@ ... gspl,0 L
pH=28,0
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4.2.Les milieux de culture non sélectifs

Nom du milieu

Synonyme(s)

Composition

Mode opératoire / précisions

Ref.
EXtrait de Malt ........ooovieeeiiiieic e 12 ¢
Milieu d’isolement (@1]le]g=Toq] o] al=T a1 oTo] I G240 0 I o] o] 1 1) 2mL
(mycologie) Yo T= LA - | PSSR 15¢
EQU OSIMOSEE ...ociviiiiiiiiiiii it e et e e st e e st e e e s et e e e s annreeaeannneeens 1000 mL
Protéose - PePtONe N°3 ... ..ooiiiiiiiii it 2009 Stériliser par autoclavage 11)
Glycérol (glycérine bidiStillEe) .........coovuieriiiriiiieiiee e 10,09 Avant de couler le milieu, il est
3 _ Milieu KB Potassium phosphgte, dibasique (KoHPOg) ...oovvvveiiiiiiiciiiieein e 1,50 g recommandé d’in_co_rporer stérilement
Milieu King B Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSQO,, 7H,0)......ccocovviineens 150¢9 0,05 g de cycloheximide .
Agar bactériologique de type A ......oooiiiiiie i 15,09
Eau dIStllEE ......eiiiiiiii e s 1000 mL
pH=7.2
EXIrait d€ IEVUIE ...uvveeeeiee e 50¢9 Stériliser par autoclavage. Stocker les
Y 0] (0] 1= SRR 50¢9 flacons a 4°C +/- 3°C. Prévoir de mettre
Milieu LPG Glycérol (glycérine bidiStill€e) ........ccoeviviiiiiiiiiee e, 150 mL le flacon a température ambiante 2 a 3
— Eau diStillEe ... 1000 mL jours avant utilisation. Avant utilisation,
vérifier l'absence de trouble dans le
flacon.
EXIrait de [@VUIE ......ooiiiiiiie e 5049 Stériliser par autoclavage. Avant de|12)
PEPIONE .. 5049 couler le milieu, il est recommandé
. D(#) GIUCOSE ...ttt 10,09 d’incorporer stérilement 50 mg de
Milieu LPGA Agar BaCtO® DIfCO ......c.ovvveeieeieieeeeeeeeee s et se st en et en e 15,0g |cycloheximide .
Eau diStilIE ......oeeiiiieie et 1000 mL
pH=7,0
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4 3. Les milieux de culture sélectifs

Nom du milieu

Composition

Mode opératoire / précisions

Synonyme(s) Ref.
Peptone bactériologiqUe ........coveeeiiiiiiiiiicee s 1509 Avant utilisation, ce milieu peut étre 5)
Potassium phosphate, dibasique (K2HPO4) ........ccccccvveeeiviiiciiiieeeeeenn, 10g stocké jusqu'a une semaine a
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4, 7H20) ........ccccceeeeennn. 0,59 température ambiante et a I'abri de la
Chloramphénicol (solution éthanolique*) ..........ccccveveeriieeiieeeiiees 2,0 mL lumiére directe ou jusqu'a 3 mois a
Dichloran (2-6-dichloro-4-nitroaniline) ( solution éthanolique**) ...... 1,0 mL 5+3°C a l'abri de la lumiére directe.
DCPA gg);srtal violet (SOIUtiON AQUEUSE™ ™ ) .....coiiiiiiieiieeee e iéoorr;
(Dichloran EQU QISHIEE . ooos oo eosseeeesseeeseeseees oo oo 1000 mL
Chloramphenicol
Peptone Agar) *:10,0£0,1 g de chloramphenicol dans 100+2 ml d'éthanol, conservable a
5+3°C pendant 3 moais.
** - 0,20+0,01 g de dichloran dans 100+2 ml d'éthanol, conservable a 5+3°C
pendant 6 mois.
*** - 0,05+0,01 g de crystal violet dans 100+2 ml d'eau distillée ou osmosée,
conservable a 5+3°C pendant 6 maois.
Bouillon NULKILI ........coeveiiiie e Stériliser par autoclavage 15)
Milieu Amidon Amidon soluble de pomme de terre  .......ccoceeiiiiiiiii
- Agar Bacto® DifCO.........ccovuveieiiiiiiiiiiiiieeee e
Eau distillée ......cccocviiieiiiiiie et
PEPIONE 10g Faire fondre le milieu avant de le répartir | 12)
Potassium phosphate, dibasique (K2HPOA4) .........cccocovveeiiiiiineininnen. . 0,39 en flacon puis stériliser par autoclavage
Chlorure de sodium (NACI) .......eooiiiiiiiiie e 5009
- - Thornley, RoUgE d€ PhENOI ... 0,01g
Milieu Arginine ADH L(+) arginine (MonohydroclNOride) ... 10,0 g
Agar bactériologique de tyPe A.....ueee e 3,09
EAU dISHIIEE ... 1000 mL
pH=7,2
Dihydrogénophosphate d'ammonium (NH4H2PO4) ........cccceeeeen. 10g Faire fondre le milieu avant de le répartir | 6)
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4, 7H20)..........cccvvveeee... 0,2g en flacon (I'ajout d’agar est facultatif).
Milieu Ayers, | Chlorure de potassium (KCI).........ooveeiiiiiiiiiiiieee e 0,2g Stériliser par autoclavage puis dissoudre
Milieu ARJ Rupp et Bleu de bromothymol ... 0,03 g la source carbonée et I'ajouter
Johnson Agar bactériologique de type A.......cueiiiiieie e 6,09 stérilement.
Eau diStilIE ......oeveiieeie et 1000 mL
pH=7a7.2 Ajuster la couleur si nécessaire.

Répertoire des recettes
Page 22 sur 38




Répertoire des recettes MOA REP 001 version 1b

Nom du milieu

Synonyme(s)

Composition

Mode opératoire / précisions

Ref.
Dihydrogénophosphate d’ammonium (NHzH2POg) ..ovvveviiviveiiiiieeee, 10g Faire fondre le milieu avant de le répartir | 15)
Potassium phosphate, dibasique (KoHPOy)....ooooviiiiiiiiiiiiiiiiieee, 10g en flacon puis stériliser par autoclavage
Chlorure de sodium (NaCI) ....ceeeiiiiiiieeiiieie e 50¢g (Distribution en pente gélosée)
Milieu Citrate de Bleu de bromothymol ..., 0,15¢g
Simmons Citrate de sodium anhydre (CeH7NaO?7) ....uvvveveeeeiiiiiiiiieecee e, 20g
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4, 7H,0).....cccccevveeeeenns 0,20g
Agar bactériologique de type A ... 20,0¢g
EaU diStllEE ... i 1000 mL
Eau peptonée BaCtOPEPIONE ...t 10,0 g Faire fondre le milieu avant de le répartir | 8)
Milieu EPN L Nitrate de potassium (KNO3)......uuvieeiiiiiiiiieeie s e e essnieeee e o 10g en flacon puis stériliser par autoclavage
nitratée oy
EaU diStllEe ...t e 1000 mL
PEPIONE ..o 10,0 g Faire fondre le milieu avant de le répartir | 12)
Citrate ammoniacal de fer lll (FexO3z, NHg) .ooovvvviiiiiiiiiiiiiiee 0,50¢g en flacon puis stériliser par autoclavage
Milieu Esculine ESCUINE ... .ot e e e e e e 1049
Agar bactériologique de tyPe A ......eveiiiiiie e 12,0g
EaU diStllE ... .t 1000 mL
EXtrait de [@VUIE ......eeiiiiieieeee e 3,00 Faire fondre le milieu avant de le répartir | 8)
Milieu gélatine de ngto_ne ........................................................................................... 509 en flacon puis stériliser par autoclavage
Frazier Gélatine U S N NN 40,0 ¢
— Agar bactériologique de type A ... 1509
EaU diStlIE ... i 1000 mL
Sulfate de diammonium ((NH4)2 SO4) .oooovvviieiieeeeiiiiee e 76,09 Ne pas autoclaver 21)
Réactif de Frazier Bau diStillEe ..o 100 mL
Préparation A Préparer séparément les préparations A | 15)
EXtrait de [@VUIE .....ooiiiiiiiie e 5009 et B et les stériliser par autoclavage.
Milieu gélose au Agar r'1ut'rit,if ...................................................................................... 23,09 les milieux sont laissés a .refroidir,
lait Eau dlstl!lee .................................................................................. 1000 mL sufﬁsam_ment pour pouvoir I_es mélanger
- Préparation B et répartir en boites de Petri.
Lait ECrémeE €N POUAIE .....ccciiiviieeeiiiiee e ciiee et sbee e e sbee e e sbaeeeeanes 10,0g
EaU dIiStllEO ... ueiii it s 100 mL
D(#) GIUCOSE ..ottt e e 259 Faire fondre le milieu avant de le répartir | 13)
EXTrait de [EVUIE ....ovveeeiiie e e 259 100 mL en flacon de 250mL puis
Milieu GYCA Carbonate de calcium (CaCO3) ..uuuvveeeeeiiiiiiiiiiee e 20,09 stériliser par autoclavage
Agar bactériologique de type A ... 759 Bien agiter pour mettre en suspension le
Eau distillée.........cccvviieeeeeee e 500 mL CaCOsavant chaque répartition.
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Mode opératoire / précisions

Nom du milieu Synonyme(s) Composition Ref.
Milieu de base = milieu King B Stériliser par autoclavage puis dissoudre | 11)
les antibiotiques et les ajouter

Milieu KBCA Antipiotiqugs et autres produits stérilement.

- o CEPhAIEXINE oo 40 mg/L
o cycloheximide (ACtAIONE) ........ccevveveeiiiiiie e 50 mg/L
Peptone de CASEINE .......ccceiiiiie et 209 Faire fondre le milieu avant de le répartir | 10)
Potassium phosphate, dibasique (K;HPO,) ...ooovviiiiiiiiiiiiiiiieeene, 0,309 en flacon puis stériliser par autoclavage

Milieu de Hugh et Chlorure de sodium (NaCIH) .........eeiiiiiiiiie e 5049 Ajuster la couleur si nécessaire.
Leifson Bleu de bromothymol.............ccooooi e 0,03g
E— D(#) GIUCOSE ...ttt e e e e e e 10,0 g

Agar bactériologique de type A........eeeeeee e 3,09
EaU dIStIlIEE.....ccciiiiiii e 1000 mL
pH=7,1
EXIrait de [EVUIE ....uvvieeeic e 2,0g Faire fondre le milieu avant de le répartir | 3)
=T 0] (0 1= PSS 5049 en flacon puis stériliser par autoclavage
D(+) SACCNAIOSE ... ..uuieiieiie et 50,09

Milieu Levane Chlorure de sodium (NaCI) .......c.ovvieiieeeiiiieece e 5049
Agar bactériologique de type A.......ccuei i 20,0 g
Eau diStilIE ......oeiii e 1000 mL
pH=7,2
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Nom du milieu | Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Milieu de base Aprés autoclavage a environ 120°C 19)
SEXTrait de [EVUIE & e 79 pendant 20 minutes et refroidissement a
P EPIONE e ————————— 79 50°C + 5°C ajouter stérilement les
SD(H) GIUCOSE & .o 79 antibiotiques et produits suivants a partir
X - | SRR 189 de solutions méres (filtrer les solutions
eau distillée 0u 0SMOSEE ...........ccccvviviiiiiiiiicc 1000 mL | méres (membrane 0,2pm) avant ajout ).
NCTM4 Antibiotiques et autres produits

SPIVMECIHIINGM & e 100mg
SCEPNAIBXINE & e 50mg
TrMETNOPIIME & oo e e 10mg
BN\ T=T0) 110} Y/ ox 1 L= SRR 3mg
-Propiconazole (20Mg/L) & .eeeveeeeiieieeie e 80uL
pH=7,2
PDA en poudre (DifC0) .....coccvieieiiie it 39¢ Avant utilisation, ce milieu peut étre

Potato eau distillée 0U OSMOSEE ........ccoovevviieiiiee e 1000 mL stocké jusqu'a une semaine a

Milieu PDA Dextrose température ambiante et a I'abri de la
Agar lumiere directe ou jusqu'a 3 mois a

5+3°C a l'abri de la lumiére directe.
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Nom du milieu | Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Potassium phosphate, dibasique (K;HPOg,).....coooviiiiiiiiiiiiiiieeee 1049 Avant utilisation, ce milieu peut étre 9)
Nitrate de potassium (KNO3).......covuiiiiiiiiiieiiieee e 1049 stocké jusqu'a une semaine a
. Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4, 7TH0)......ccccvvevnneeen. 05¢9 température ambiante et a I'abri de la
Spezieller : Y : . R -
Milieu SNA N&hrstoffarme Chlorure de potassium (KCI) ... 0,59 Iumlere‘dlrec'_te ou jusqu'a 3 mois a
E— GIUCOSE ..ttt e e e e e e e e e 0,204g 5+3°C a l'abri de la lumiére directe
r Agar
SACCRAIOSE ...oviiiiiiii e 0,209
AT e 29
eau distillée OU OSMOSEE .....ceiiiiiiiiiiiiiiiie e e e siieee e 1000 mL
Hydroxyde de sodium (NaOH L N) ......cccovveeieeiiiiiiiiiiiceee e, 2,6 mL Placer le bécher dans un bain marie a
Solution de chlorure de calcium (CacCl,, 2H,0)) .....vvvvveveeeeiiiiirene, 1,0 g* 100°C pendant environ 5 minutes en
EXTrait de [EVUIE .....vvieeeeie e 0,509 agitant de temps en temps.
Bleu de bromothymol ............ccceeeeeie i 0,008 g Recouvrir le bécher de papier
Milieu Sutton Eau distillee........cccooiiiiiiii 100 mL | aluminium. Stériliser par autoclavage
Sels de sodium d’acide polygalacturonique.............ccccceeeviieeeennnen 1,50 g** (Distribution en pente gélosée).
*dissoudre 1g dans 10 mL d’'eau distillée, ajouter ensuite 1,2 de cette
solution dans le milieu.
**agjouter ce produit en dernier, si le milieu n'est pas suffisamment gélatineux
, ajouter en plus jusqu’a 1,2 mL de la solution de chlorure de calcium
Milieu de base : Stériliser par autoclavage puis dissoudre | 15)

Milieu Tween 80

PPIONE ... 10,09
Bromure de potassium (BrK)........ccooviiiiiiiieiee s 10,0 ¢
Chlorure de calcium (CaCly) ...ccvvviieieeeee e 0,349
Agar bactériologique de type A.......oo i 150¢9
Eau diStilIE ......oeiiiieeie e 1000 mL

Antibiotiques et autres produits

TWEEN 80 SEETIE ....vveiiiiiie et 10,0 mL
CyCloneXimide ....oooeeiieieeeee e 75,0 mg
CEPNAIEXINE ...t 25,0 mg
L [0 (01U [ = Lod | ST 6,0 mg
QLo o =103 Y/ 1 =SOSR 0,4 mg

les antibiotiques et les ajouter
stérilement.
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Nom du milieu Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Réf.

I Y ] (0] o] g = 1= TS S 0,3¢g Dissoudre le tryptophane dans I'eau 8)
Dihydrogénophosphate de potassium(KHoPOy) ...ovvvvveeeeeiiiiiiiiieienennn, 0,19 chauffée a environ 80°C, laisser refroidir

Milieu Urée- Potassium phosphate, dibasique (KoHPO,)....ooovvevvvieeieeeeiiciiiee o 0,19 suffisamment pour pouvoir rajouter les

— Urée Indole Chlorure de sodium (NaCl).........ccovt v v 0,59 autres produits. Aprés dissolution,

Indole . P -~ oo
(o L =T (o 01T o] o N N U == TSR 20g stériliser le milieu par filtration.

Rouge de phénal (sol. a 1% dans éthanol)............ccccccevcvveeeeennen. 0,25 mL
BaUu diStillEe ... 100 mL
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4.4, Les milieux d'identification

Nom du milieu | Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Milieu BCYE ACES (CsH10N204S) 5,0 g | Diluer TACES dans environ 250 mL 15)
EXIrait de [@VUIe........eiiiiiiie e 5049 d’eau distillée et le dissoudre a environ
Charbon actif...... ... 1049 50°C
Agar Bacto® DIfCO........cvvieieeeeeeeeieee et seeeees e en st n e 8549 Ajouter les autres produits ,et ajuster le
Eau diStillE .....vveiieiiiiiie e gsp 500 mL pH
pH=6,9 Stériliser par autoclavage puis dissoudre
les produits indiqués et les ajouter
Produits stérilement.
L- CYStEINE HCl .....eiiiiieiiece e 200 mg
Pyrophosphate de fer soluble...........cccoooiiiiieeiie e, 125 mg
Sacc_harose ................................................................................... 100,0 g Stériliser par autoclavage puis 17)
20:jt?ltol d ...... ||f ........ N TR I 11(2),0 ﬁ dissoudre les antibiotiques et les
AO ium tgt_ra ecyl sulfate (Niaproof) ..., 2m ajouter stérilement.
Milieu CCT gar nutr!tlf ........... s 23,09
——— Crystal Violet (solution 0,1% dans éthanol) ............ccccceeeeviiiiinnnnnn. 2,0 mL
pH=entre 7 et 7,2
Antibiotiques
Nitrate de thallium (solution 0,1% dans eau) .............. 2,0 mL
Cycloheximide  .....cccccociiiiiiiiiic e 0,059
Milieu Kelman | Milieu TTC Hydrolysat acide de caséine (casamino acid).........ccccceeeeevivvnnnenn. .10g 15)
(triphenyl D (4) GIUCOSE ...ttt ete e e 5049
tetrazolium salt) Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,, 7H,0)...... ... 0,10g
ST ool g I= 1 (01T TSRS 10,0 g
GElating €N POUAIE .....uvvieeie e r e e 30,09
Agar bactériologique de type A ... 16,0 g
pH=6,8
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Nom du milieu Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Protéose - peptone N°3 (DIfCO) .......ccccuvvieeieeee e, 20,09 Stériliser par autoclavage puis dissoudre
Glycérine bidistillée (GIYCErOl) .........ccoviiiiiiiiiiiee e, 10,0¢g les antibiotiques et les ajouter
Potassium phosphate, dibasique (KoHPOy) .veevvviveeveeeiiiiiiieeee 1509 stérilement.
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,, 7H50)..... coovevveeee. 150¢9
Milieu King B . ACIAE DOFIQUE..... oo 1,509
“Pois” Milieu KBBCA Agar bactériologique de type A.......coeoiiii i 15,0¢g
EaU diStllEE.......cccieeie et 1000 mL
Antibiotiques
CEPNAIEXINE ...t 40 mg/L
cycloheximide (ACtAIONE) ......ccuuuuiiiiiiiiiiiiiee e 50 mg/L
Saccharose 50,0 g Stériliser par autoclavage puis dissoudre
EXIrait A€ IEVUIE ..uveeeiee e e 20g les antibiotiques et les ajouter
2 F 1ot (0] 1T o] (0] o 1= TSRS 50¢9 stérilement.
Milieu levane | ACIE DOMQUE ........cooiuiiiiiiiii ettt rre e 159
borate S0oUAE (NAOH) ...cec e e r e e e e e eanes 2,0ml
Milieu LBCA cycloheximide | Agar bactériologique de type A...........ooivieeeiiiiiee e 1509
céphalexine Bau diStillEE........evvveeeeeiee e 1000 mL
Antibiotiques
CEPNAIEXINE ...t 40 mg/L
cycloheximide (ACtdIONE)......cuuueiiiiiiiiiiiiiiiieeie e 50 mg/L
Milieu M2’ de Hydrolysat acide de caséine (casamino acid).........ccccceecvvveeenee. 10,09 Stériliser par autoclavage
Luisetti Potassium phosphate, dibasique (K;HPOy) .coooooviiiiiiiiiiiiiiiie 2049
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSQO,, 7H,0)...... ... 0,10g
SACCHAIOSE ... eeiiii et e e 10,0 g
GElatine N POUAIE .....vviiiiie e 30,09
Agar bactériologique de type A ... 16,0 g

pH=6,8
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Nom du milieu Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Peptone de soja 20g Stériliser par autoclavage puis dissoudre
2 F 1ot (o0 1Y/ 0] (0] 1= T USRS 20g les antibiotiques et les ajouter
Hydrogénophosphate de diammonium ((NH4), HPOg) ......vvvvveeennnne. 0,809 stérilement.
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4, 7H,0) ....ccceevvvnnneeee. 0,409
Dihydrogénophosphate de potassium (KH2POg4)..covvveeevviiviiiiinneeennnns 10g
L-gIULAIMINE .. 6,09
I 011 1o [T [T 10g
D(#) GIUCOSE...cciiiiiiie ettt 10g
o AMIAON SOIUDIE ..o 2509
Milieu mCS20ABN (ou amidon de pomme de terre .......ccuuuveieiieeeieieieee e 15,0 g)
Agar bactériologique de type A.......ccooiiiiee i 15049
EaU diStllEE......cci i 1000 mL
pH=6,5
Antibiotiques
oYL od (o] 012112 1o = P 200 mg
DACItIACING ... 100 mg
NEOMYCINE SUIfALE ........coviviiiieiieee e 40 mg
Stériliser par autoclavage puis dissoudre
AMIdON SOIUDBIE ..o 25049 les antibiotiques et les ajouter
(ou amidon de Pomme de terre).........ocuuuieeeiiieeeiiiiiieeee e 15,0 g) stérilement.
EXIrait de l@VUIE ....ooooiiie e 0,10g
Dihydrogénophosphate de potassium (KH2POg)...cooovvviveeiiiieeeenee, 0,80¢g
Potassium phosphate, dibasique (KoHPOy) ...vvvvveeeeieiiiiiiiieee. 0,80¢g
Nitrate de potassium (KNO3) .....ccooiiiiiiiiieee e 0,50 ¢
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO4, 7H,0) .................... 0,10g
modified Methyl green (solution aqueuse 1%6) .......ccccccevvvvevieeeeeeeeeessecieeeen 1,50 mL
Milieu mFS Fieldhouse- Agar bactériologique de type A........eeeeereeeeiii e 15,09
Sasser agar Eau diStillEe........eeeieeeeeee e 1000 mL
Antibiotiques et autres produits
cycloheximide ... 200 mg
D- Méthioning (SOl & 190) .....cceeeiiiiiee e 3mL
pyridoxing HCI (SOl @ 190) ...ccveveeiiiiieeeciiiee et 1mL
CEPNAIEXINE oo 50 mg
tHMEtNOPIIME oo 30 mg
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Nom du milieu Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Milieu de base Stériliser par autoclavage puis dissoudre 4
EXIrait A€ IEVUIE ..uveeeee e 2,0g les antibiotiques et les ajouter
D T 12T 1 o SRR 25¢ stérilement.
Potassium phosphate, dibasique (KoHPO,) .oeevvvieeveeeeciiiieee, 0,25¢g
Dihydrogénophosphate de potassium (KH2POg4)..ocvvvvveeeiiicivinennnnnn. 0,25¢g
Chlorure de sodium (NaCI) ........ooiiiiiiiiiiiii e 0,059
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,, 7H,0) ......ccccevennee. 0,10 g
Agar bactériologique de type A.......c.ooeiiiiiiiie e 16,0 g
Milieu MNTA Sulfate de manganése (MNSOy, H2O) .cooocvvvviiiiiiiieiiiiee e 15mg
Sulfate de fer (FESOy4, HoO)..oooiiiiiiiieiieee e 5mg
EaU diStllEE......ccc i 1000 mL
pH=7,2
Antibiotiques et autres produits
acide nalidixique (SOl @ 1%0)  ..uvveeereeeee e 2mL
AMPhOLENICINE B....coeeeeee e e e 10 mg
trimethoprime 60 mg
AGar NUETIEIT ... e e 230¢g Stériliser par autoclavage puis dissoudre
AMIdoN SOUDIE ... 25049 les antibiotiques et les ajouter
(ou amidon de POmMme de teITe.........ueveiiiiiieiiiieee e 15,09) stérilement.
Nutrient Starch Eau diStilIE ....veeieiiiiie e 1000 mL
Milieu NSCAA |Cycloheximide I )
Antibiotic Agar Antibiotiques Les:
cycloheximide 200 mg
nitrofurantoine 10 mg*
vancomycine (SOl a2 Mg/ML) ...cooooiiiiiiiiiiiiee e 250 pL
Stériliser par autoclavage puis dissoudre
o Tod (0] o1=Y o] (0] 1= PP 10,0 g les antibiotiques et les ajouter
Lty TOSINE L.ttt 1049 stérilement.
Amidon de pomme de terre insoluble .............cccooiis 40¢9
(SOIUBIE & e 15,09)
o Chlorure de sodium (NaCI)........cuuiiiiiiieiieeee e 5009
Milieu PTSCA Agar Bacto® DIfCO........coveveveeeereeeeteeeeeetees e eees st n s eeeens 15,09
Eau diStilIE .....oeeieiiieie e 1000 mL
Antibiotiques et autres produits
céphalexine 40 mg
cycloheximide (ACHAIONE) ........ccoviiiiiiiiiiiieie e 50 mg

Répertoire des recettes
Page 31 sur 38




Répertoire des recettes MOA REP 001 version 1b

Nom du milieu Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Stériliser par autoclavage puis dissoudre 1
Hydrolysat acide de caséine (casamino acid)...........ccccceeeeeviinnnen. 10g les antibiotiques et les ajouter
Glycérine bidistillée (gIYCErol) ..., 5,0 mL stérilement.
PEPIONE oo ———— 10,0 g
Agar Bacto® DIfCO.......c.civieeeieeeieeee s s 15,09
Bau diStilIE .....eeeieiee e 1000 mL
pH=6,5
Milieu SMSA
modifié Antibiotiques et autres produits
CrYSEal VIOIBE oo 5mg
sulfate de polymyxine B (env 600 000 U).........ccceeeeeriiiiiiieeenenenn. 78 mg*
bacitracine (env 1250 U) ......coooiiiiiiiiiiiiieiieeee e 18 mg*
sels de tétrazolium (TZC) ...ueveveeiii e 50 mg
pénicilline G (ENV 825 U) ......ccuiiiiiiiie et 0,5 mg*
ChlorampheéniCol ... 5mg
*vérifier selon fournisseur et le lot la quantité a peser
(07 o | = 7 PSSR 10g Avant utilisation, ce milieu peut étre
0N 2 RS 1.0g¢g stocké jusqu'a une semaine a
Spezieller Yo IS T @ 7 M4 o 1 @ TSP 05¢g température ambiante et a I'abri de la
Milieu SNA N ; Kl et 05¢g lumiére directe ou jusqu'a 3 mois a
ahrstoffarme o A T . .
r Agar €] [T o701 =Y 0,20 g 5+3°C a l'abri de la lumiere directe
SACCNAIOSE ....eiiiiieiiie e 0,20g
o =L S 249
H20 distillée 0U OSMOSEE .....ccvvveeiiiiieeeiiiiieeeiiiieeessiiaeae e gsp 1000 mL
Milieu SRS Extrait de DOGUT .........eiiiiii 5049 Stériliser par autoclavage
(Klément Z et al. [ Fo Yot (0] 01T o] (0] o 1= TSRS 10,0 g
1990) D(#) SACCNAIOSE ......uvviiiiee ettt 40,0 g
Eau diStillE ....uveiiiiiiiiie i 1000 mL
Protéose Peptone N°3........cocciiiiiiiee e e e e 509 Stériliser par autoclavage puis dissoudre | 22)
ST ool g I= 1 (01T TSRS 10,0 ¢ I" antibiotique et | ajouter stérilement.
Potassium phosphate, dibasique (KoHPOg) .oovveeviecvviieeeee e 0,59
Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,, 7H,0)...... ... 0,259
o _ Nitrate de sodium (NaNO3)........ccouriiiiiiiiiiieieee e 0,25¢g
Milieu Wilbrink Agar bactériologique de type A ......oooiiiiin i 1509
Eau diStilIE .....veeeeiieie e 1000 mL

pHentre 7 et 7,2

Antibiotiques
CYCIONEXIMIAR ...vveiiicce e e e e 250 mg
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Nom du milieu Synonyme(s) Composition Mode opératoire / précisions Ref.
Milieu YDC EXtrait de [EVUIE......oveveeeee i 10,0¢g Autoclaver 15 minutes a environ 120°C.
GIUCOSE. ... ettt e e e e e e e s e e e e e e e e aans 20,09 Bien agiter au préalable pour mettre en
O T SRS 20,0¢g suspension le CaCO3 et utiliser en tube
Agar bactériologique de type A ... 1509 en pente gélosée ou en boite de Pétri
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ANNEXE SOLUBILITE DES ANTIBIOTIQUES ET PRODUITS

(liste non exhaustive)

Nom Produit Solvant
Acide nalidixique soude
Amoxicilline éthanol
Amphotéricine B éthanol
Ampicilline eau
Bacitracine eau, éthanol
Carbenicilline eau
Céfopérazone eau
Céphalexine soude
Céphalothine eau
Chloramphénicol éthanol
Crystal violet éthanol
Cyclohéximide éthanol
L-Cystéine eau

Erythromycine

eau ou éthanol

Gentamycine sulfate

eau

Kanamycine sulfate eau
D méthionine eau
Néomycine sulfate eau
Nitrofurantoine eau
Novobiocine eau
Pénicilline G eau
Pipéracilline eau
Polymyxine B sulfate eau
Pyridoxine/HCI eau
Pyrophosphate de fer eau
Rifampicine éthanol
Rifamycine éthanol
sels de tétrazolium (TZC) éthanol
Streptomycine sulfate eau

Sulfadiazine

eau ou NaOH

Tétracycline

eau

Tobramycine eau
Triméthoprime éthanol
Tyrothricine eau
Vancomycine eau
5-Fluorouracyl eau
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LISTE DES DOCUMENTS OFFICIELS APPELES PAR LA
METHODE

Référence Titre

GLO 001 Glossaire des termes techniques en vigueur au LNPV
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Pour toute demande a caractére scientifique et technique relative a ce document, le point de contact
national désigné par le ministére chargé de I'agriculture est le laboratoire national de référence concerné :
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Laboratoire national de la protection des végétaux,
7 rue Jean Dixméras, 49044 ANGERS cedex 01
Inpv.sdgpv.dgal@agriculture.gouv.fr

Ce document est édité par :

Ministére de I'alimentation, de I'agriculture et de la péche
Direction générale de I'alimentation
Service de la prévention des risques sanitaires de la production primaire
Sous-direction de la qualité et de la protection des végétaux
251 rue de Vaugirard, 75732 PARIS Cedex 15
www.agriculture.gouv.fr

auprés de qui toute autre correspondance peut étre adressée.
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