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E’ vietato mangiare e fumare

Spazi, strumenti e reagenti comuni

Postazione personale (gruppo di lavoro: 2)

Uso dei guanti

Lavare le mani dopo aver tolto i guanti

Al termine del lavoro lasciare il banco in ordine, pulito e disinfettato

Norme di comportamento in 

laboratorio



Rifiuti solidi e liquidi:

• biologico (infetto o non infetto)  in appositi bidoni 

contrassegnati con il simbolo 

(es: piastre, pipette, provette)

• tagliente/vetro (infetto o non infetto)  in contenitore 

rigido 

• non infetto/non biologico/non tagliente  rifiuti 

normali (SECCO)

• tossici  LAVORARE SOTTO CAPPA CHIMICA e 

raccogliere in apposite taniche/bidoni 

Norme di comportamento in 

laboratorio



ATTENZIONE: OGNI SINGOLO GRUPPO 

MARCHERA’ IL MATERIALE PREPARATO CON 

IL NUMERO DELLA PROPRIA POSTAZIONE, 

AULA E TURNO (ES: 5/A/I oppure 10/B/II)



• Preparazione di terreni solidi e liquidi 

• Semina su terreni generici, differenziali e selettivi di 

una coltura microbica mista

• Allestimento della colorazione di Gram

• Allestimento di test biochimici per identificazione di 

specie batterica

Programma (I)



• Determinazione del titolo batterico con il metodo delle 

UFC/ml

• Allestimento e interpretazione di un antibiogramma 

• Allestimento e interpretazione della MIC

• Analisi del contenuto microbico di yogurt e latte

• Valutazione della contaminazione di superfici da 

parte di materiale organico mediante un test 

commerciale certificato HACCP

Programma (II)



Terreni di coltura:

• liquidi

• solidi: addizionati di Agar

Vantaggi dei terreni solidi: 

• isolamento di colonie 

• ottenimento di colture pure

• analisi della morfologia delle colonie e delle attività 

metaboliche   per la classificazione dei microrganismi

Preparazione terreni solidi e liquidi
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FIGURA 6.8. Schema di processo: preparazione di piastre di agar per supportare la crescita
batterica. L’agar è un polisaccaride purificato che, sotto forma di polvere disidratata è usato come
agente solidificante per i terreni, generalmente a una concentrazione dell’1,5%. Liquefa a 100 °C e,
quando si raffredda sotto 45 °C, forma un gel stabile.





Esame microbiologico completo di un campione 

polimicrobico

1) esame colturale: semina campione in esame su 

differenti terreni di coltura

2) esame microscopico: allestimento e colorazione 

del preparato; osservazione al microscopio

Semina su terreni generici, differenziali 

e selettivi di una coltura microbica mista



Per lo studio dei microrganismi è necessario ottenere 

una coltura pura, che contiene un solo tipo di 

microrganismo

La coltura di un microrganismo in laboratorio richiede:

• nutrienti adatti

• condizioni di incubazione adatte

• l’assenza di contaminazioni da parte di altri 

microrganismi



Sterilità e lavoro al bunsen

Uso dei micropipettatori e pipettatori

fiamma riducente fiamma ossidante



Semina su terreni solidi: di che tipo sono i terreni ? 

 non selettivi (a libera crescita)

 selettivi

 differenziali …..

Caratterizzazione 

generale con terreni 

selettivi e differenziali



Semina del campione polimicrobico su terreni selettivi 

e differenziali

• Terreni selettivi: terreno di coltura che permette la crescita di 

alcuni microrganismi e ostacola quella di altri per aggiunta di un 

componente al terreno

• Terreni differenziali: terreno di coltura che consente 

l’identificazione dei microrganismi in base alle caratteristiche di 

crescita nel terreno stesso (contengono un indicatore, di solito 

un colorante            rilevazione delle reazioni chimiche e delle 

attività metaboliche svolte dal microrganismo durante la 

crescita)
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Figura 3.11 MORFOLOGIA DI COLONIE BATTERICHE. Le colonie batteriche possono essere
distinte in base alla loro forma, al loro spessore e alla struttura del margine. È da notare però che la
morfologia della colonia è fortemente dipendente dal terreno di coltura utilizzato, cioè la stessa
specie può avere morfologia diversa in terreni diversi.

Osservazione e valutazione della forma 

dei microrganismi cresciuti in terreni 

solidi



Composizione chimica dei terreni impiegati 







BD Mannitol Salt Agar 





BD MacConkey II Agar 
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Figura 3.13 BATTERI CRESCIUTI SU TERRENO SOLIDO MACCONKEY. Batteri incapaci di
fermentare lo zucchero lattosio formano colonie non colorate (a destra), mentre quelle in grado di
fermentare il lattosio formano colonie rosse (a sinistra).



BD CHROMagar Candida Medium 





Identificazione biochimica della specie a 

partire da colonie isolate in terreno non 

selettivo e differenziale

Enteropluri-test



Settori Reazione biochimica

Glucose/Gas Fermentazione del glucosio e produzione di gas in anaerobiosi

Lysine Decarbossilazione della lisina in anaerobiosi

Ornithine Decarbossilazione dell’ornitina in anaerobiosi

H2S / Indole Produzione di idrogeno solforato e produzione di
indolo

Adonitol Fermentazione dell’adonitolo

Lactose Fermentazione del lattosio

Arabinose Fermentazione dell’arabinosio

Sorbitol Fermentazione del sorbitolo

VP Produzione di acetoina (Voges-Proskauer)

Dulcitol / PA Fermentazione del duciltolo e deaminazione della fenilalanina

Urea Idrolisi dell’urea

Citrate Utilizzazione del citrato



La combinazione delle reazioni biochimiche positive e negative permette

l’ottenimento di un codice numerico che consente di identificare, mediante

il Manuale dei codici fornito, i batteri in esame.



1 2 3

Allestimento di vetrini per la 
colorazione di Gram





La parete assorbe il 

colorante

Cristalli di colorante 

intrappolati nella parete

Cristalli di colorante 

rimangono nella parete

Il colorante rosso non 

ha effetto

Nessun effetto

Parziale dissolvimento 

della parete, perdita 

del colorante

Il colorante rosso colora 

la cellula incolore

La parete assorbe il 

colorante(primary stain)

(mordant)

GRAM + GRAM –
Heat

Reazioni chimiche nella parete cellulare

(secondary stain)

Colorazione di gram: colorazione differenziale



Gram 
positivi 

Gram 
negativi



Gram negativi Gram negativi

LievitiGram positivi

Gram positivi e negativi



Titolazione di una sospensione batterica pura

allestimento di 

diluizioni scalari…

Quantificazione 

dell’accrescimento



allestimento di diluizioni scalari ….. e semina 

su piastra (con la spatola) 

piccolo volume di coltura liquida

Incubazione a 37°C





Determinazione del titolo: conteggio

delle colonie (u.f.c./ml)

Determinazione del titolo (u.f.c./ml):

(numero di colonie x fattore diluizione x 10

10-5 10-710-6



Figura 3.38 MIC E TORBIDITÀ. Valutazione della MIC di un antibiotico mediante la misurazione
della torbidità della coltura. La stessa quantità di cellule viene incubata in presenza di
concentrazioni crescenti di antibiotico. La MIC corrisponde alla più bassa concentrazione di
antibiotico in grado di inibire la crescita microbica.

Determinazione della Minima Concentrazione 

Inibente (MIC) dell’antibatterico ampicillina verso 
una coltura batterica pura



Saggio di sensibilità ad antibatterici della 

coltura pura (test di diffusione in agar o 

antibiogramma)



Analisi del contenuto microbico di kefir

• 1 aliquota di kefir

• fare diluizioni scalari





Valutazione della contaminazione di superfici, 

oggetti, cibi…..da parte di microrganismi

• Potrete piastrare tamponi e/o campioni di vostro 

interesse su piastre diverse e osservare le 

colonie per poi allestire eventuali vetrini e/o 

saggi di identificazione microbica


