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Gli esami colturali dei terreni: Gli esami colturali dei terreni: 
metodologie e metodiche a metodologie e metodiche a 

confronto confronto 



La cornea è un tessuto non sterile, la cui flora batterica è La cornea è un tessuto non sterile, la cui flora batterica è 
prevalentemente residenziale.prevalentemente residenziale.
Il 4Il 4--37% delle cornee prelevate da donatore risulta 37% delle cornee prelevate da donatore risulta 
contaminata.contaminata.
Le condizioni di conservazione a 31Le condizioni di conservazione a 31--37°C favoriscono la 37°C favoriscono la 
crescita dei microrganismi resistenti alla crescita dei microrganismi resistenti alla 
decontaminazione e agli antibiotici presenti nel liquido di decontaminazione e agli antibiotici presenti nel liquido di 
conservazione (0,5conservazione (0,5--11,4%).11,4%).

BackgroundBackground



EE.6.2.2.6.2.2 Conservazione “a caldo” a lungo Conservazione “a caldo” a lungo 
termine.termine.
[…] Durante questo periodo è obbligatorio […] Durante questo periodo è obbligatorio 
eseguire indagini microbiologiche sul eseguire indagini microbiologiche sul 
liquido di conservazione […]. liquido di conservazione […]. 

Linee Guida CNT (giugno 2007)Linee Guida CNT (giugno 2007)



EEBA EEBA technicaltechnical guidelinesguidelines forfor
ocularocular tissuetissue (maggio 2009)(maggio 2009)

2.3 Processing and 2.3 Processing and storagestorage of of cornealcorneal
tissuetissue..

[…] […] MicrobiologicalMicrobiological testingtesting of media of media 
samplessamples isis mandatorymandatory, sole visual , sole visual 
inspectioninspection of the medium of the medium forfor a a changechange
in in colourcolour or or transparencytransparency isis notnot
acceptableacceptable..



Controlli microbiologiciControlli microbiologici

Visual Visual checkcheck
TradizionaliTradizionali
Sistemi automatici di rilevazioneSistemi automatici di rilevazione



Visual Visual checkcheck del liquido di del liquido di 
conservazioneconservazione
Viraggio dell’indicatore di Viraggio dell’indicatore di pHpH (rosso (rosso 
fenolo) presente nel liquido: colore giallo fenolo) presente nel liquido: colore giallo 
= = pHpH acido = crescita microbicaacido = crescita microbica
Cambiamento della trasparenza del Cambiamento della trasparenza del 
liquido: torbidità = crescita microbicaliquido: torbidità = crescita microbica



Tipi di terreni in Tipi di terreni in 
microbiologiamicrobiologia

Elettivi o arricchiti: nutrienti, per Elettivi o arricchiti: nutrienti, per 
microrganismi esigentimicrorganismi esigenti
Selettivi: inibiscono la crescita dei m. Selettivi: inibiscono la crescita dei m. 
contaminanti contaminanti 
Di arricchimento: favoriscono la Di arricchimento: favoriscono la 
crescita dei m. da isolarecrescita dei m. da isolare
Differenziali: identificazione presuntiva Differenziali: identificazione presuntiva 
della specie isolata della specie isolata 



TrypticTryptic soysoy agaragar//brothbroth (TSA/TSB)(TSA/TSB)
FluidFluid ThyoglicollateThyoglicollate medium (FTM)medium (FTM)
SabouraudSabouraud agaragar//brothbroth

Controlli tradizionali



Controlli tradizionali:Controlli tradizionali:
validazionevalidazione e vantaggie vantaggi

Vantaggi: costi contenuti, adatti per volumi Vantaggi: costi contenuti, adatti per volumi 
di lavoro contenutidi lavoro contenuti

E. Pels E. Pels etet al.al. In In CornealCorneal surgerysurgery. . F.S.F.S. BrightbillBrightbill



TrypticTryptic soysoy agaragar//brothbroth
(TSA/TSB)(TSA/TSB)

Utilizzato per la crescita di Utilizzato per la crescita di 
batteri e micetibatteri e miceti
Base per la produzione di Base per la produzione di 
terreni selettivi/arricchimentoterreni selettivi/arricchimento
Fonti di aminoacidi e Fonti di aminoacidi e peptidipeptidi: : 
idrolizzato di caseina, peptone idrolizzato di caseina, peptone 
di soiadi soia
Equilibratore osmotico: Equilibratore osmotico: NaClNaCl
Tampone Tampone pHpH: potassio fosfato : potassio fosfato 
bibasicobibasico
Fonte di energia: glucosioFonte di energia: glucosio
Agente addensante: Agente addensante: agaragar
Reazioni emolitiche: sangueReazioni emolitiche: sangue



FluidFluid ThyoglicollateThyoglicollate
Medium (FTM)Medium (FTM)
Raccomandato per test di sterilitàRaccomandato per test di sterilità
Utilizzato per la crescita di batteri e Utilizzato per la crescita di batteri e 
miceti aerobi, miceti aerobi, microaerofilimicroaerofili e e 
anaerobianaerobi
Fonti di aminoacidi e Fonti di aminoacidi e peptidipeptidi: : 
idrolizzato di caseina, estratto di idrolizzato di caseina, estratto di 
lievitolievito
Equilibratore osmotico: Equilibratore osmotico: NaClNaCl
Fonte di energia: glucosioFonte di energia: glucosio
AntiAnti--diffusione di Odiffusione di O22 e COe CO22: : agaragar
(minima concentrazione)(minima concentrazione)
Riduzione potenziale Riduzione potenziale redoxredox dell’Odell’O22: : 
gruppi gruppi ––SHSH di di LL--cisteinacisteina e sodio e sodio 
tioglicollatotioglicollato



SabouraudSabouraud agaragar//brothbroth

Terreno selettivo Terreno selettivo 
per funghi, lieviti e per funghi, lieviti e 
batteri batteri acidofiliacidofili
pHpH acidoacido
Elevata Elevata 
concentrazione di concentrazione di 
glucosioglucosio



Sistemi automatici:Sistemi automatici:
validazionevalidazione



Sistemi automatici di Sistemi automatici di 
rilevazione: vantaggirilevazione: vantaggi

Minima manipolazione durante l’inoculoMinima manipolazione durante l’inoculo
Neutralizzazione degli antibioticiNeutralizzazione degli antibiotici
Agitazione continuaAgitazione continua
Monitoraggio non invasivoMonitoraggio non invasivo
Adatti per elevati volumi di lavoroAdatti per elevati volumi di lavoro



BactecBactec BDBD

Composizione:Composizione:
–– idrolizzato di caseina, estratto di idrolizzato di caseina, estratto di 

lievitolievito
–– vitaminevitamine
–– glucosioglucosio
–– antiossidantiantiossidanti
–– menadionemenadione (vitamina K3)(vitamina K3)
–– eminaemina (fattore X)(fattore X)
–– resine polimeriche assorbenti e resine polimeriche assorbenti e 

resine a scambio resine a scambio cationicocationico (attive (attive 
per per anfotericinaanfotericina; penicillina, ; penicillina, 
streptomicina)streptomicina)

Lettura della fluorescenza indotta Lettura della fluorescenza indotta 
dalla COdalla CO22 prodotta dai prodotta dai 
microrganismimicrorganismi



BacTBacT/ALERT/ALERT

Composizione:Composizione:
–– peptone di soiapeptone di soia
–– estratto di cuore estratto di cuore -- cervellocervello
–– menadionemenadione (vitamina K3)(vitamina K3)
–– eminaemina (fattore X) (fattore X) 
–– aminoacidiaminoacidi
–– carbone attivo per l’assorbimento carbone attivo per l’assorbimento 

degli antibiotici presenti nel degli antibiotici presenti nel 
campionecampione

Rilevazione della variazione Rilevazione della variazione 
colorimetricacolorimetrica indotta dalla COindotta dalla CO22
prodotta dai microrganismiprodotta dai microrganismi



VersaTREKVersaTREK

Lettura delle variazioni di Lettura delle variazioni di 
pressione all’interno dei pressione all’interno dei 
flaconi (consumo di Oflaconi (consumo di O22, , 
produzione di COproduzione di CO22, N, N22, H, H22))
Sensore collocato nello Sensore collocato nello 
strumentostrumento



UroUro--QuickQuick

Light scattering con luce laserLight scattering con luce laser
Tempo di risposta: 6Tempo di risposta: 6--8 ore8 ore



Controlli microbiologici in Controlli microbiologici in eyeeye bankingbanking
Documento SIBODocumento SIBO

Il rischio microbiologico connesso al trapianto di Il rischio microbiologico connesso al trapianto di 
cornee conservate a caldo si riduce con:cornee conservate a caldo si riduce con:
Disinfezione prima del prelievoDisinfezione prima del prelievo
Presenza di antibiotici, antiPresenza di antibiotici, anti--fungini e indicatori fungini e indicatori 
di di pHpH nei liquidi di conservazionenei liquidi di conservazione
Controlli microbiologici durante la quarantenaControlli microbiologici durante la quarantena
Controllo del liquido di trasporto e tempestiva Controllo del liquido di trasporto e tempestiva 
comunicazione al chirurgo in caso di crescita comunicazione al chirurgo in caso di crescita 
microbicamicrobica



GrazieGrazie

T. De Lempicka, 1929. Portrait of dr. Boucard


