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yapicCoryne

Systéme d'identification des bactéries corynéformes

IVD

INTRODUCTION ET OBJET DU TEST

APl Coryne est un systtme standardisé pour
lidentification en 24 heures des bactéries corynéformes
utilisant des tests miniaturisés, ainsi qu'une base de
données spécifique. La liste compléte des bactéries qu'il
est possible d'identifier avec ce systéme est présente
dans le Tableau d'ldentification en fin de notice.

PRINCIPE

APl Coryne se compose d'une galerie constituée de
20 microtubes contenant les substrats déshydratés pour
la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de
fermentation de sucres.

Les tests enzymatiques sont inoculés avec une
suspension dense qui réhydrate les substrats
enzymatiques. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés
spontanés ou révélés par l'addition de réactifs.

Les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu
enrichi (contenant un indicateur de pH) qui réhydrate les
substrats sucrés. La fermentation des carbohydrates
entraine une acidification se traduisant par un virage
spontané de l'indicateur coloré.

Aprés incubation, la lecture de ces réactions se fait a
l'aide du Tableau de Lecture et l'identification est obtenue
a laide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel
d'identification.

PRESENTATION (coffret de 12 tests)

- 12 galeries API Coryne

- 12 ampoules d'API GP Medium

- 12 ampoules d’API Suspension Medium, 3 ml
- 1 ampoule McFarland, point 6

- 12 fiches de résultats

- 12 boites d'incubation

- 1 notice

COMPOSITION
Galerie

La composition de la galerie APl Coryne est reportée
dans le tableau de lecture de cette notice.

Milieux

API GP L-cystine 05g

Medium Tryptone (origine bovine/porcine) 20g

2ml Chlorure de sodium 59
Sulfite de sodium 0,59
Rouge de phénol 0,17 g
Eau déminéralisée gsp 1000 mi
pH:7,4-78

API Eau déminéralisée

Suspension

Medium

3mi

Etalon 6 de |BaSO;, 2,88 10" moll

McFarland

Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des
titres des matiéres premiéres.

REACTIFS ET MATERIEL NECESSAIRES MAIS NON
FOURNIS

Réactifs

- Réactifs : NIT 1 + NIT 2 (Réf. 70 442)
ZYM A (Réf. 70 494)
ZYM B (Réf. 70 493)
PYZ (Réf. 70 492)

Huile de paraffine (Réf. 70 100)

Péroxyde d'hydrogéne (3 %)

DENSIMAT (Réf. 99 234)

- Catalogue Analytique API Coryne (Réf. 20 990) ou
logiciel d'identification apiweb T™M (Réf. 40 011)
(consulter bioMérieux)

- Gélose Columbia au sang avec ANC (Réf. 43 071)
ou sans ANC (Réf. 43 041) ou Trypcase Soja au sang
(Réf. 43 001)

Matériel

- Pipettes ou PSlpettes

- Portoir pour ampoules

Protége-ampoule

- Ecouvillons

- Equipement général de laboratoire de bactériologie

PRECAUTIONS D'UTILISATION

¢ Pour diagnostic in vitro et pour contrdle micro-
biologique.

¢ Pour usage professionnel uniquement.

e Ce coffret contient des composants d'origine animale.
La maitrise de l'origine et/ou de I'état sanitaire des
animaux ne pouvant garantir de facon absolue que ces
produits ne contiennent aucun agent pathogéne
transmissible, il est recommandé de les manipuler avec
les précautions d'usage relatives aux produits
potentiellement infectieux (ne pas ingérer; ne pas
inhaler).

o Les prélévements et cultures bactériennes doivent étre
considérés comme potentiellement infectieux et doivent
étre manipulés de facon appropriée par un personnel
compétent et averti. Les techniques aseptiques et les
précautions usuelles de manipulation pour le groupe
bactérien étudié doivent étre respectées tout au long de
la manipulation ; se référer a "CLSI M29-A, Protection of
Laboratory Workers From Occupationally Acquired
Infections; Approved Guideline - Révision en vigueur".
Pour informations complémentaires sur les précautions
de manipulation, se référer a "Biosafety in Micro-
biological and Biomedical Laboratories- CDC/NIH -
Derniére édition”, ou a la réglementation en vigueur
dans le pays d'utilisation.

o Ne pas utiliser les réactifs apres la date de péremption.

¢ Avant utilisation, s'assurer de l'intégrité de I'emballage et
des composants.

o Ne pas utiliser de galeries ayant subi une altération phy-
sique : cupule déformée, ...

o || est recommandé de réaliser un contrdle qualité avant
d’utiliser chague nouvelle ampoule de réactif ZYM B.
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e Quvrir les ampoules délicatement comme suit :

- Placer 'ampoule dans le protége-ampoule.

- Tenir lI'ensemble verticalement dans une
main (bouchon blanc vers le haut).

- Bien enfoncer le bouchon.

- Exercer une pression horizontale avec le
pouce sur la partie striée du bouchon de
facon a casser l'extrémité de I'ampoule.

- Retirer I'ampoule du protege-ampoule et
conserver le protége-ampoule pour une
utilisation ultérieure.

- Enlever délicatement le bouchon.

e Les performances présentées sont obtenues avec la
méthodologie indiquée dans cette notice. Toute dé-
viation de méthodologie peut altérer les résultats.

o L'interprétation des résultats du test doit étre faite en
tenant compte du contexte clinique ou autre, de l'origine
du préléevement, des aspects macro et microscopiques
de la souche et éventuellement des résultats d'autres
tests, en particulier de I'antibiogramme.

CONDITIONS DE STOCKAGE

Les galeries et milieux se conservent a 2-8°C jusqu'a la
date limite d'utilisation indiquée sur I'emballage.

Les ampoules d'API Suspension Medium se conservent a
2-30°C jusqu'a la date limite d'utilisation indiquée sur
I'emballage.

ECHANTILLONS (PRELEVEMENT ET PREPARATION)

APl Coryne ne doit pas étre utilisé directement a partir
des prélévements d'origine clinique ou autre.

Les microorganismes a identifier doivent dans un premier
temps étre isolés sur un milieu de culture adapté selon les
techniques usuelles de bactériologie.

MODE OPERATOIRE
Sélection des colonies

Aprés isolement et vérification de l'appartenance de la

souche a identifier au groupe des bacilles a Gram positif,

non sporulés, aéro-anaérobies facultatifs :

¢ Noter le type d'hémolyse.

e Prélever une colonie bien isolée et la mettre en
suspension dans 0,3 ml d'eau stérile.

¢ Inonder une boite de gélose (gélose Trypcase Soja +
5% sang de mouton ou Columbia + 5% sang de mouton
avec ou sans ANC) avec cette suspension (ou
écouvillonner stérilement toute la surface de la gélose).

e Incuber la boite 24 - 48 heures a 37°C.

Préparation de la galerie

e Réunir fond et couvercle d'une boite d'incubation et
répartir environ 5 ml d'eau distillée ou déminéralisée [ou
toute eau sans additif ou dérivés susceptibles de libérer
des gaz (Ex : Cl2, CO2z ..)] dans les alvéoles du fond
pour créer une atmosphére humide.

¢ Inscrire la référence de la souche sur la languette
latérale de la boite. (Ne pas inscrire la référence sur le
couvercle, celui-ci pouvant étre déplacé lors de la
manipulation).

o Sortir la galerie de son emballage individuel.

¢ Placer la galerie dans la boite d'incubation.

Préparation de I'inoculum

o Ouvrir une ampoule d’AP| Suspension Medium comme
indiqué au paragraphe "Précautions d'utilisation".

o A laide d'un écouvillon, prélever toute la culture
préalablement préparée. Utiliser préférentiellement des
cultures jeunes (24-48 heures).

o Réaliser une suspension d'opacité supérieure a celle du
point 6 de McFarland. Cette suspension doit étre
utilisée extemporanément.

Inoculation de la galerie

e Dans les onze premiers tests de la galerie (tests NIT a
GEL]) répartir la suspension précédente en évitant la
formation de bulles (pour cela, incliner la boite
d'incubation vers l'avant et placer la pointe de la pipette
ou de la PSlpette sur le coté de la cupule) :

- pour les tests NIT a ESC : environ 100-150 pl dans
chaque cupule.

- pour le test URE : remplir uniquement le tube.

- pour le test [ GEL | : remplir tube et cupule.

e Dans les neuf derniers tests de la galerie (tests 0 a
GLYG):

- ouvrir une ampoule d'API GP Medium comme indiqué
au paragraphe "Précautions dutilisation" et vy
transférer le reste de la suspension, soit environ
0,5 ml. Bien homogénéiser.

- répartir cette nouvelle suspension dans les tubes
uniquement.

o Remplir les cupules des tests soulignés URE, 0 a GLYG
avec de [l'huile de paraffine en formant un léger
ménisque convexe.

¢ Refermer la boite d'incubation.

e Incuber 24 heures (+ 2 heures) a 36°C + 2°C en
aérobiose.

LECTURE ET INTERPRETATION
Lecture de la galerie

Aprés incubation :
o Ajouter les réactifs :
- test NIT : 1 goutte de NIT 1 et NIT 2
- test PYZ : 1 goutte de PYZ
- tests PyrA, PAL, RGUR, RGAL, aGLU, BRNAG :
1 goutte de ZYM A et ZYM B ().
(*) Il est recommandé de contréler chaque ampoule
de réactif ZYM B avant la 1°"° utilisation.
Pour cela, il est recommandé d'utiliser la souche
ATCC® 27402 mentionnée au paragraphe Controle
Quialité afin d’exclure tout réactif défectueux.

¢ Attendre 10 minutes, puis lire toutes les réactions en se
référant au Tableau de Lecture. Si nécessaire, exposer
la galerie a une lampe forte (1000 W) 10 secondes pour
décolorer le réactif en excés dans les tubes PyrA a
RBNAG.

» Réaliser le test CATalase (utilisé comme 21éme test) :
ajouter 1 goutte de péroxyde d'hydrogene a 3 % dans le
test ESC ou | GEL|. Attendre 1 minute. L'apparition de
bulles correspond a une réaction positive.

¢ Noter toutes les réactions sur la fiche de résultats.

Interprétation
L'identification est obtenue a partir du profil numérique.

o Détermination du profil numérique :

Sur la fiche de résultats, les tests sont séparés par
groupes de trois et une valeur 1, 2 ou 4 est indiquée
pour chacun. En additionnant a lintérieur de chaque
groupe les valeurs correspondant a des réactions
positives, on obtient 7 chiffres qui constituent le profil
numérique ; la réaction de catalase qui constitue le
21éme test est affectée de la valeur 4 lorsqu'elle est
positive.
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* a l'aide du logiciel d'identification apiweb T™
- Entrer manuellement au clavier le profil numérique a

o |dentification :
Elle est réalisée a partir de la base de données (V3.0)

* a l'aide du Catalogue Analytique : 7 chiffres.
- Rechercher le profil numérique dans la liste des
e SERERORRREEEES
A 2 1 2 7

4 212 720 Arcanobacterium pyogenes

CONTROLE DE QUALITE
Les galeries, milieux et réactifs font I'objet de contréles de qualité systématiques a différentes étapes de leur fabrication.

Le Controle de Qualité Minimum peut étre utilisé pour vérifier que les conditions de stockage et de transport n'ont pas
d’'impact sur les performances de la galerie APl Coryne. Ce contrble peut étre réalisé en suivant les instructions et
critéres attendus ci-dessus en lien avec le référenciel CLSI M50-A Quality Control for Commercial Microbial Identification
Systems.

Le contréle peut étre fait en utilisant la souche Corynebacterium renale ATCC® 19412 pour évaluer les performances
du test XYL. Des études réalisées par bioMérieux ont montré que sur la galerie API CORYNE, le test XYL est le test le
plus sensible. Lors du contréle, l'intégrité de la galerie peut étre vérifiée en utilisant la souche Corynebacterium renale
ATCC 19412.

Dans le cas ou un Contréle de Qualité Complet est exigé pour cette galerie, les trois souches suivantes devront étre

testées pour vérifier les réactions positives et négatives de la plupart des tests de la galerie APl Coryne.

ATCC 19412
ATCC 27402

1. Corynebacterium renale
2. Cellulosimicrobium cellulans

3. Microbacterium testaceum *

ATCC 15829

ATCC : American Type Culture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, VA 20110-2209, USA.

NIT [PYZ[PyrA[PAL|RGUR|RGAL [aGLU| RNAG |ESC|URE [[LGELI| 0 |GLU | RIB [ XYL [MAN |MAL|LAC|SAC|GLYG| CAT
1.1 - + - - + - - - - + - - + + - - - - - - +
2. + + + + - + + + + - Vv - + + + - + - + Vv +
3. - + - |V - + + - + - + - - - - - - | - - - +

* absent de la base de données.

¢ Profils obtenus apres culture sur gélose Columbia + 5% de sang de mouton (Réf. 43 041).

e Inoculum ajusté entre 6 et 7 McF avec DENSIMAT.

Il est de la responsabilité de l'utilisateur de s'assurer que le controle de qualité est mis en oeuvre conformément a la

législation locale en vigueur.

LIMITES DU TEST

¢ Le systeme API Coryne est destiné a l'identification des
bactéries corynéformes (genre Corynebacterium et
genres apparentés) présentes dans la base de données
(voir Tableau d'ldentification en fin de notice) et a elles
seules. Il ne peut étre utilisé pour identifier d'autres
microorganismes ou exclure leur présence. La base de
données de ce produit concerne essentiellement les
bactéries corynéformes les plus souvent isolées des
prélévements cliniques.

Seules des cultures pures contenant un seul type de
microorganisme doivent étre utilisées.

Parfois, les réactions biochimiques de la galerie
API Coryne ne permettent pas de différencier 2 espéces
et des tests complémentaires sont nécessaires, dans ce
cas, une note apparait. Le descriptif de ces tests et les
références bibliographiques sont indiqués dans le
Catalogue Analytique et dans la Brochure Technique
"Informations biologiques pour logiciels d'identification".
Si C. diphtheriae est identifié, des tests toxogéniques
doivent étre réalisés afin de déterminer si le micro-
organisme est pathogene.

L'opacité de la suspension bactérienne doit étre égale
ou supérieure a 6 de McFarland. Avec une suspension
d'opacité inférieure a 6 de McFarland, les performances
de la galerie API Coryne risquent d'étre affectées. Des
suspensions  d'opacité  supérieure a 6 de Mc-
Farland améliorent les performances.

RESULTATS ATTENDUS

Se référer au Tableau d'ldentification en fin de cette
notice pour les résultats attendus des différentes
réactions biochimiques.

PERFORMANCES

1880 souches de diverses origines et souches de

collection appartenant aux especes de la base de

données ont été testées :

- 97,71 % des souches ont été correctement identifiées
(avec ou sans tests complémentaires).

- 1,28 % des souches n'ont pas été identifiées.

- 1,01 % des souches ont été mal identifiées.

ELIMINATION DES DECHETS

Les ampoules d’API Suspension Medium et McFarland
non utilisées peuvent étre éliminées comme déchets non
dangereux.

Eliminer tous les réactifs utilisés ou non utilisés (autres
que les ampoules dAPI Suspension Medium et
McFarland) ainsi que les matériels a usage unique
contaminés en suivant les procédures relatives aux
produits infectieux ou potentiellement infectieux.

Il incombe a chaque laboratoire de gérer les déchets et
les effluents qu'il produit selon leur nature et leur
dangerosité, et d'en assurer (ou faire assurer) le
traitement et ['élimination selon les réglementations
applicables.

bioMérieux SA
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TABLEAU DE LECTURE

TESTS COMPOSANTS ACTIFS QrE REACTIONS/ENZYMES RESULTATS
(mglcup.) NEGATIF POSITIF
NIT 1+ NIT2/10 min
. . . incolore rose intense
NIT potassium nitrate 0,136 | réduction des NITrates rose trés pale rouge
PYZ /10 min
incolore b
PYzZ pyrazine carboxamide 0,56 | PYraZinamidase brun trés pale r r:n
orange tres pale orange
ZYM A + ZYM B (PyrA = BNAG) / 10 min
acide pyroglutamique- . . incolore
PYRA R-naphtylamide 00256 | PYRrolidonyl Arylamidase | orangepale | orange ________
incolore
PAL 2-naphtyl-phosphate 0,0244 | Phosphatase ALcaline beige - pourpre pale pourpre
_____ orangepale | ...
] incolore
RGUR ac'delu"c"’l‘j’i';;‘i’"ﬁ:B" 0,0548 | R-GlucURonidase gris pale bleu
oforronee .o ¢ beigepale |
2-naphtyl-RD- ] . incolore
RGAL galactopyranoside 0,0312 | R-GALactosidase beige - pourpre pale | | p ourpre _______
incolore
aGLU | 2-naphtyl-aD-glucopyranoside | 0,0308 | a-GLUcosidase beige - pourpre pale pourpre
_______ vertpdle | ..
incolore
1-naphtyl-N-acétyl- i e - beige - pourpre pale
RNAG RD-glucosaminide 0,0348 | N-Acétyl-R-Glucosaminidase brun pale brun
gris pale
esculine 0,546 . . incolore .
ESC citrate de fer 0.078 R-glucosidase (ESCuline) gris noir
jaune rouge
URE urée 0,76 | UREase orange rose
. - . ) pas de diffusion diffusion
GEL gélatine (origine bovine) 0,6 Hydrolyse (GELatine) de pigment noir de pigment noir
0 Témoin négatif - Fermentation
GLU D-glucose 1,56 | Fermentation (GLUcose)
RIB D-ribose 1,4 Fermentation (RIBose)
XYL D-xylose 14 Fermentation (XYLose) .
I ; . - rouge jaune
MAN D-mannitol 1,36 Fermentat!on (MANNitol) orange jaune - orangé
MAL D-maltose 14 Fermentation (MALtose)
LAC D-lactose (origine bovine) 1,4 Fermentation (LACtose)
SAC D-saccharose 1,32 | Fermentation (SACcharose)
GLYG glycogéne 1,28 | Fermentation (GLYcoGeéne)
H202 (3 %) / 1 min
CAT (test ESC ou | GEL]) - CATalase absence de bulles présence de bulles

¢ Les quantités indiquées peuvent étre ajustées en fonction des titres des matiéres premieres.
e Certaines cupules contiennent des composants d’origine animale, notamment des peptones.

METHODOLOGIE

TABLEAU D'IDENTIFICATION
BIBLIOGRAPHIE

TABLES DES SYMBOLES

|
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bioMérieux, le logo bleu, API et apiweb sont des marques utilisées, déposées et/ou enregistrées appartenant a bioMérieux SA ou a 'une de ses filiales.
ATCC est une marque appartenant a American Type Culture Collection.
Les autres marques et noms de produits mentionnés dans ce document sont des marques commerciales de leurs détenteurs respectifs.
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METHODOLOGIE / PROCEDURE / METHODIK / TECNICA / PROCEDIMENTO /

AIAAIKAZIA /| METOD / METODYKA

Gélose au sang / Blood agar / Blutagar /
Agar con sangre / Agar al sangue / Gelose de sangue /
AipaTouyo dyap / Blodagar / Agar krwawy

24:00 - 48:00 | %%*
'YX

37°C

A

API Suspension Medium 3 ml

' !

~0.5ml
99999990000

APl GP Medium

{865086088

!

24:00£2:00 |%%*| 36°Cx2°C
Y X
GOLLLLLLOY GQQQQQQQQQI
API Coryne
+ -+ -+ -

3

&

Gélose Columbia au sang avec ou sans ANC ou Trypcase
Soja au sang / Columbia blood agar with or without CNA
or Trypcase Soy blood agar / Columbia Blutagar mit oder

ohne CNA oder Trypcase Soja Agar mit Blut / Agar

Columbia a la sangre con o sin ANC o Trypcase Soja a la

sangre / Agar Columbia al sangue con o senza CNA o
agar Tripticasi soia al sangue / Gelose Columbia de
sangue com ou sem ANC ou Trypcase Soja de sangue /
AiyatoUxo ayap Columbia pe 1} xwpig CNA 1i AipatoUyo
ayap TputrTikéon Z6yia / Columbia blodagar med eller
utan CNA eller Trypcase Sojaagar med blod / Columbia
blodagar med eller uden CNA eller Trypcasesojaagar +
blod / Agar Columbia z krwig z lub bez CNA lub agar
tryptozowo-sojowy z krwig,

:
]
:

pum— |
—171 URE

0—»GLYG

|

0 —» GLYG

e« e«

0 NIT : NIT 1+ NIT 2

PYZ: PYZ
g PyrA —> RNAG : ZYM A + ZYM B
ESC/ GEL| : H2023 %

bioMérieux SA |
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