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APPLICATION
Le Cooked Meat Medium with Glucose, Hemin and Vitamin K1 (milieu à la viande cuite complémenté de glucose, hémine et 
vitamine K1) est un milieu polyvalent servant à la culture des anaérobies obligatoires, notamment Clostridium spp.

RESUME ET EXPLICATION
Le Cooked Meat Medium with Glucose, Hemin and Vitamin K1 est basé sur la formulation de Robertson.1 Il permet de cultiver la 
plupart des anaérobies obligatoires, sporulés et non sporulés, et peut être employé à différentes fins.2 Ce milieu sert également de 
bouillon d’enrichissement pour la culture des anaérobies susceptibles d’être présents en petit nombre et comme milieu de repiquage 
servant à mettre en évidence la protéolyse (digestion de la viande) et la sporulation des clostridium. Le Cooked Meat Medium 
with Glucose, Hemin and Vitamin K1 est également recommandé comme milieu de repiquage des isolats anaérobies à étudier par 
chromatographie en phase gazeuse.3

PRINCIPES DE LA METHODE
La peptone du tissu musculaire et du tissu animal apporte l’azote organique et d’autres nutriments nécessaires à la croissance des 
microorganismes. Le tissu musculaire apporte également des substances réductrices, notamment le glutathion, indispensables à la 
croissance des anaérobies stricts.4 
Le Cooked Meat Medium, enriched, est complémenté de glucose, d’extrait de levure, d’hémine et de vitamine K1, qui favorisent la 
croissance des anaérobies. La croissance est mise en évidence par l’apparition d’une turbidité et, chez certains microorganismes, la 
présence de bulles de gaz dans le milieu. Le noircissement et la désagrégation des particules de viande révèlent une protéolyse.

REACTIFS
Cooked Meat Medium Base
Formule approximative* par litre d’eau purifiée
 Granulés de tissu cardiaque . . . . . . . . . . 98,0 g
 Digestion peptique de tissu animal . . . . . 20,0 g
 Dextrose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2,0 g
 Chlorure de sodium . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5,0 g
*Ajustée et/ou complémentée en fonction des critères de performances imposés.
Le Cooked Meat Medium with Glucose, Hemin and Vitamin K1 se compose des ingrédients répertoriés ci-dessus, ainsi que de 
3,0 g de dextrose, 5,0 g d’extrait de levure, 5,0 mg d’hémine et 1,0 mg de vitamine K1 par litre.

Avertissements et précautions : 
Réservé au diagnostic in vitro.
Ouvrir avec précaution les tubes étroitement bouchés pour ne pas risquer d’être blessé par un bris de verre. 
Respecter les techniques d’asepsie et prendre les précautions en vigueur contre les dangers microbiologiques. Après utilisation, 
stériliser à l’autoclave les tubes préparés, les récipients ayant contenu des échantillons et tout autre matériel contaminé avant de 
les éliminer.
Instructions pour la conservation : Dès réception, conserver les tubes dans l’obscurité, à une température de 2 à 25 °C. Ne pas 
les congeler ni les surchauffer. Conservés comme indiqué sur l’étiquette, les milieux en tube peuvent être ensemencés jusqu’à 
la date de péremption et incubés pendant les durées d’incubation recommandées. Laisser le milieu s’équilibrer à température 
ambiante avant de l’ensemencer. Ne pas ouvrir prématurément.
Détérioration du produit : Ne pas utiliser les tubes s’ils présentent des signes de contamination microbienne, décoloration ou 
dessiccation, ou d’autres signes de détérioration.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS
Ce milieu ne convient pas pour réaliser une culture directe d’échantillons cliniques ou d’autres sources contenant des flores 
microbiennes mixtes, sauf comme bouillon d’enrichissement en plus des milieux d’étalement primaires. Consulter les publications 
citées en référence pour plus d’informations.3,5-9

METHODE
Matériaux fournis : Cooked Meat Medium with Glucose, Hemin and Vitamin K1

Matériaux requis mais non fournis : Milieux de culture auxiliaires, réactifs, souches de contrôle de qualité et matériel de 
laboratoire requis pour cette méthode.
Mode opératoire du test : Respecter les techniques d’asepsie. Réduire les milieux liquides destinés à une incubation anaérobie 
en plaçant les tubes, avec les bouchons desserrés, en conditions anaérobies 18 à 24 h avant l’emploi. Le système anaérobie 
GasPak EZ permet d’obtenir facilement et efficacement les conditions anaérobies adéquates. Immédiatement avant l’emploi, les 
milieux liquides peuvent aussi être réduits par ébullition, avec les bouchons desserrés, puis par refroidissement jusqu’à température 
ambiante, avec les bouchons bien vissés, avant d’être ensemencés.
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A l’aide d’un ensemenceur à anse ou à fil droit stérile, transférer des colonies prélevées sur le milieu d’étalement primaire, en 
ensemençant généreusement la zone contenant des particules de viande. Incuber les tubes à 35 °C, en conditions anaérobies, 
jusqu’à 7 jours. Il est recommandé d’utiliser un indicateur d’anaérobiose.
Si le milieu est utilisé comme milieu d’enrichissement auxiliaire, en plus des milieux d’étalement primaires, incuber les tubes 
pendant au moins 1 semaine avant de conclure à un test négatif.

Contrôle de qualité par l’utilisateur :
1.  S’assurer que les tubes ne présentent aucun signe de détérioration, comme indiqué à la rubrique « Détérioration du produit ».
2. Contrôler les performances en ensemençant un échantillon représentatif de chaque tube avec des cultures pures de souches 

de contrôle stables, produisant une réaction connue.
Les cultures suivantes sont recommandées :

SOUCHE DE TEST RESULTAT ATTENDU

Clostridium sporogenes
ATCC 11437

Croissance. Production de gaz.

Clostridium perfringens
ATCC 13124

Croissance. Production de gaz.

Effectuer les contrôles de qualité conformément aux réglementations nationales et/ou internationales, aux exigences des 
organismes d’homologation concernés et aux procédures de contrôle de qualité en vigueur dans l’établissement. Il est recommandé 
à l’utilisateur de consulter les directives NCCLS et la réglementation CLIA concernées pour plus d’informations sur les modalités de 
contrôle de qualité.

RESULTATS
Après incubation, la croissance est mise en évidence par l’apparition d’une turbidité et, dans certains cas, la production de gaz. La 
protéolyse caractéristique de certaines espèces est mise en évidence par le noircissement des particules de viande, suivie de la 
digestion ou de la désagrégation de la viande. Une coloration de Gram ou des spores doit être effectuée, car l’emplacement et la 
taille des spores sont caractéristiques de Clostridium spp.7

LIMITES DE LA PROCEDURE
Les bouillons d’enrichissement ne doivent pas être utilisés comme seul milieu d’isolement. Ils doivent être utilisés conjointement 
avec des milieux d’étalement sélectifs et non sélectifs pour accroître la probabilité d’isoler des pathogènes, notamment lorsqu’ils 
sont présents en petit nombre dans un échantillon.
Pour procéder à l’identification, le microorganisme doit se trouver en culture pure. Des tests biochimiques et d’autres tests 
d’identification doivent être effectués pour une identification définitive. Consulter les publications citées en référence pour plus 
d’informations.3,5-11

CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES
Les caractéristiques de performances de tous les lots de Cooked Meat Medium with Glucose, Hemin and Vitamin K1 sont testées 
en usine. A l’aide d’un ensemenceur à anse calibrée de 0,01 mL, des échantillons représentatifs du lot sont ensemencés avec des 
cultures de Clostridium perfringens (ATCC 13124) et C. sporogenes (ATCC 11437). Les inoculums prélevés dans le Cooked Meat 
Medium (ou formés de colonies prélevées sur des boîtes de gélose anaérobie du CDC complétée de 5 % de sang de mouton) sont 
dilués dans du milieu thioglycolate liquide jusqu’à l’obtention d’une turbidité équivalente à celle d’un standard de McFarland no 1. 
Les tubes ensemencés sont incubés dans un système anaérobie GasPak, GasPak Plus ou GasPak EZ à 35 ± 2 °C et examinés 
après 1, 3 et 7 jours d’incubation. Une croissance bactérienne avec production de gaz est visible dans les tubes de C. perfringens et 
C. sporogenes.

CONDITIONNEMENT
No réf.  Description
295982  BD BBL Cooked Meat Medium with Glucose, Hemin and Vitamin K1, coffret de 10 tubes de taille K, 9 mL
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