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PROCEDURE DI CONTROLLO DI QUALITÀ 

I INTRODUZIONE 
BBL Cooked Meat Medium (terreno BBL carne cotta) è un terreno per la coltivazione di anaerobi. 

II PROCEDURA DEL TEST 
 1.  Inoculare i campioni rappresentativi con le colture sotto elencate. 
 a. Con l’ausilio di un’ansa calibrata da 0,01 mL, inoculare Clostridium spp. usando colture di 18 

– 72 h di Cooked Meat Medium (o colonie di colture di 48 h in piastra CDC per anaerobiosi 
con sangue di montone al 5%, trasferite in provette pre-ridotte di Fluid Thioglycollate 
Medium e corrette a uno standard McFarland 1,0) e Bacteroides spp. usando colture di 18 – 
48 h di Thioglycollate Medium, arricchito con vitamina K1 ed emina. 

 b. Incubare le provette a 35 ± 2 °C in anaerobiosi (sistema per anaerobiosi GasPak EZ o 
equivalente). 

 2. Esaminare le provette per un massimo di 7 giorni per verificare crescita, digestione della carne, 
annerimento e produzione di gas. L’annerimento può essere ritardato o assente se il terreno 
rimane acido. L’annerimento di particelle di carne si verifica soltanto in presenza di alcali; la 
reazione è una combinazione dell’azione sul ferro con l’ambiente alcalino.1 

 3.  Risultati attesi 
*Clostridium perfringens .......... Crescita con rilevante produzione di gas 
ATCC 13124 
*Clostridium sporogenes .......... Crescita con rilevante produzione di gas 
ATCC 11437 e digestione, può presentare annerimento 
Clostridium septicum................. Crescita con produzione di gas, 
ATCC 6008 può presentare annerimento 
Bacteroides fragilis .................... Crescita con o senza produzione di gas, 
ATCC 25285 può presentare annerimento 
Bacteroides vulgatus ................. Crescita con o senza produzione di gas, 
ATCC 8482 può presentare annerimento 

*Ceppo batterico raccomandato per il controllo di qualità a cura dell’utente. 

III CONTROLLO DI QUALITÀ SUPPLEMENTARE 
 1. Esaminare le provette come descritto in “Deterioramento del prodotto”. 

 2. Eseguire un esame visivo delle provette rappresentative per garantire che l’eventuale presenza 
di difetti fisici non interferisca con l’uso. 

 3.   Incubare a 20 – 25 °C e a 30 – 35 °C le provette rappresentative non inoculate ed esaminarle 
dopo 7 giorni per verificare la contaminazione microbica. 

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO 

IV USO PREVISTO 
BBL Cooked Meat Medium è usato per la coltivazione di anaerobi, in particolare clostridia 
patogeni. 

V SOMMARIO E SPIEGAZIONE 
Nel 1916, Robertson sviluppò un terreno con carne cotta da usare nella coltivazione di alcuni 
anaerobi isolati da ferite.1 L’attuale formulazione del terreno con carne cotta è una modifica della 
formula originale di Robertson. 

Il terreno per carne cotta è usato per la coltivazione e la conservazione di clostridia e per la 
determinazione dell’attività proteolitica degli anaerobi. Supporta la crescita della maggior parte 
degli anaerobi obbligati sporigeni e non sporigeni e può essere usato per vari scopi, tra cui la 
conservazione di colture stock. Questo terreno è utile anche come brodo di arricchimento per 
supportare terreni in piastra2 o coltivare gli anaerobi eventualmente presenti in quantità ridotte in 
una popolazione e come terreno di subcoltura per la determinazione di proteolisi (digestione 
della carne) e formazione di spore da parte di Clostridium spp. 
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VI PRINCIPI DELLA PROCEDURA 
Il terreno con carne cotta fornisce un ambiente favorevole alla crescita degli anaerobi in quanto la 
proteina muscolare presente nei granuli del tessuto cardiaco è una fonte di aminoacidi e altre 
sostanze nutritive. Il tessuto muscolare fornisce anche sostanze riducenti, in particolare glutatione. 
I gruppi solfidrilici, che esercitano l’effetto riducente, sono maggiormente disponibili nella 
proteina denaturata e pertanto le particelle di carne vengono cotte per l’uso nel terreno. 

Nella formula BBL, il contenuto di cuore di bue è espresso come peso dei granuli di tessuto 
cardiaco essiccato. 

La crescita è indicata dalla torbidità e, con alcuni microrganismi, dalla presenza di bolle di gas nel 
terreno. Disintegrazione e annerimento delle particelle di carne indicano proteolisi. Eseguire 
colorazioni di Gram o colorazioni di spore per determinare la forma e la posizione delle spore. 

VII REAGENTI 
BBL Cooked Meat Medium 
Formula approssimata* per L di acqua purificata 
Granuli di tessuto cardiaco  .......................................... 98,0 g 
Digerito peptico di tessuto animale  ............................ 20,0  g 
Destrosio  ......................................................................... 2,0   g 
Cloruro di sodio  .............................................................. 5,0   g 

*Compensata e/o corretta per soddisfare i criteri di performance. 

Avvertenze e precauzioni 
Per uso diagnostico in vitro. 

Aprire con estrema cautela le provette con i tappi serrati allo scopo di evitare lesioni dovute alla 
rottura del vetro. 

Durante tutte le procedure, adottare tecniche asettiche e seguire le precauzioni standard contro i 
rischi microbiologici. Dopo l’uso, le provette preparate, i contenitori dei campioni e gli altri 
materiali contaminati devono essere sterilizzati in autoclave prima dello smaltimento. 

Istruzioni per la conservazione 
Al ricevimento, conservare le provette al buio a 2 – 25 °C. Aprire soltanto al momento dell’uso. I 
terreni in provetta conservati come indicato sull'etichetta sino al momento dell’uso, possono 
essere inoculati fino alla data di scadenza e incubati per i tempi di incubazione raccomandati. 
Ridurre al minimo l’esposizione alla luce. 

Deterioramento del prodotto 
Non usare le provette se presentano tracce di contaminazione microbica, alterazione di colore, 
essiccamento o altri segni di deterioramento. 

VIII RACCOLTA E TRATTAMENTO DEI CAMPIONI 
I campioni idonei per coltura possono essere manipolati con varie tecniche. Per informazioni 
dettagliate, consultare la documentazione appropriata.2,3 Raccogliere i campioni prima della 
somministrazione di antibiotici. Predisporre una consegna tempestiva al laboratorio. 

IX PROCEDURA 
 Materiale fornito 

BBL Cooked Meat Medium 

 Materiali necessari ma non forniti 
Terreni di coltura accessori, reagenti, microrganismi per controllo di qualità e apparecchiature di 
laboratorio necessarie. 

 Procedura del test  
Adottare tecniche asettiche. 

Il terreno liquido per l’incubazione in anaerobiosi deve essere ridotto prima dell’inoculo ponendo 
le provette – con i tappi non completamente avvitati – in anaerobiosi per 18 – 24 h prima dell’uso. 
Un modo semplice ed efficace per ottenere condizioni di anaerobiosi adatte, è l’uso del sistema 
per anaerobiosi GasPak EZ. In alternativa, il terreno liquido può essere ridotto immediatamente 
prima dell’uso bollendo per 10 min le provette con i tappi non completamente avvitati e 
lasciandole raffreddare a temperatura ambiente prima dell’inoculo. I microrganismi da coltivare 
devono essere prima isolati in coltura pura in un terreno appropriato. 
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Con l’ausilio di un ago o ansa da inoculo sterile, trasferire la crescita da un terreno di subcoltura 
fresco, eseguendo un inoculo di rilevante entità nell’area delle particelle di carne. Incubare le 
provette a 35 ± 2 °C in anaerobiosi per un massimo di 7 giorni. Si raccomanda l’uso di un 
indicatore di anaerobiosi. 

Controllo di qualità a cura dell’utente 
Vedere “Procedure di controllo di qualità”. 

Le procedure prescritte per il controllo di qualità devono essere effettuate in conformità alle 
norme vigenti o ai requisiti di accreditazione e alla prassi di controllo di qualità in uso nel 
laboratorio. Per una guida alla prassi di controllo di qualità appropriata, si consiglia di consultare 
le norme CLIA e la documentazione CLSI in merito. 

X RISULTATI 
Nella coltivazione di clostidria, i microrganismi saccarolitici di norma producono acido e gas. La 
crescita di microrganismi proteolitici è generalmente caratterizzata da annerimento e dissoluzione 
delle particelle di carne. 

XI LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA 
Ai fini dell’identificazione, i microrganismi devono essere in coltura pura. Per l’identificazione 
finale, è necessario eseguire test morfologici, biochimici e/o sierologici. Per informazioni 
dettagliate e procedure raccomandate, consultare la documentazione appropriata.2-4 

XII PERFORMANCE 
Prima della spedizione, vengono testate le performance di tutti i lotti di BBL Cooked Meat 
Medium. Con l’ausilio di un’ansa calibrata da 0,01 mL, campioni rappresentativi del lotto vengono 
inoculati con colture di Clostridium perfringens (ATCC 13124), C. septicum (ATCC 6008), C. 
sporogenes (ATCC 11437), Bacteroides fragilis (ATCC 25285) e B. vulgatus (ATCC 8482). Gli inoculi 
per clostridia sono prelevati dal terreno Cooked Meat Medium o da colonie cresciute in piastra 
CDC Anaerobe con sangue di montone al 5% e successivamente diluiti a uno standard McFarland 
1,0 in Fluid Thioglycollate Medium. Gli inoculi per Bacteroides sono prelevati dal terreno 
Thioglycollate Medium arricchito con vitamina K1 ed emina. Le provette inoculate sono incubate in 
un sistema per anaerobiosi GasPak Plus o GasPak EZ a 35 ± 2 °C ed esaminate dopo 1, 3 e 7 giorni 
di incubazione. La crescita è moderata – intensa per tutti i microrganismi entro 7 giorni. Il gas 
viene prodotto con C. perfringens, C. septicum e C. sporogenes. La digestione è evidente con C. 
sporogenes e può non essere evidente con C. septicum. Con clostridia, si può osservare o meno 
annerimento. B. fragilis e B. vulgatus potrebbero produrre gas o presentare un leggero 
annerimento. 

XIII DISPONIBILITÀ 
N. di cat. Descrizione 
221507 BD BBL Cooked Meat  Medium, 8 mL, confezione da 10 provette di misura K 
221508 BD BBL Cooked Meat  Medium, 8 mL, scatola da 100 provette di misura K 
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Assistenza e supporto tecnico BD Diagnostics: rivolgersi al rappresentante locale BD o visitare il sito www.bd.com/ds. 
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