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①  Non tutte le cellule seminate crescono con la stessa 

velocità. 

②  Colonie di piccola dimensione possono sfuggire al 

conteggio. 

③  Cellule vicine possono dare origine ad una sola 

colonia. 

④  E’ difficile prevedere il numero delle cellule vitali 
(stima del fattore di diluizione necessario). 

⑤  Errori nella tecnica di analisi. 



! Campionamento (variabilità del campione e peso) 

" Diluizione e pipettatura (evaporazione diluente in 
autoclave, adesione dei microorg. alla pipetta, 
calibrazione pipetta, errori di lettura, ecc.)  

#  Insufficiente omogeneizzazione 

$  Errori nella semina (caratteristiche del terreno – 
spessore, umidità – sinergia-antagonismo, ecc.) 

%  Errori di conteggio 







es. 10 g campione + 90 ml diluente =  
100 ml totali 





Le due tecniche di semina comunemente utilizzate per le 

operazioni di conteggio della “carica microbica” sono: 

•  Spatolamento (o “semina superficiale”) 

•  Inclusione (o incorporamento o “agar germi”) 

L’infissione (con ago) è utilizzata per saggiare particolari 

proprietà dell’inoculo 

Lo striscio è utilizzato per ottenere una coltura pura 

(cellule appartenenti alla stessa specie microbica) 





SEMINA PER SPATOLAMENTO 







Espressione dei risultati 
1.  Il numero delle colonie va espresso con due sole cifre significative, in particolare: 
•   Se il numero è inferiore a 100, arrotondarlo al più vicino multiplo di 5 
•   se il numero è maggiore di 100 e termina con un 5, arrotondarlo al più vicino multiplo di 20 
•   se il numero è maggiore di 100 e non termina con un 5, arrotondarlo al più vicino multiplo di 

10. 
2.  Esprimere il risultato con un numero compreso tra 1,0 e 9,9 moltiplicato per 10n indicando con 

n la potenza appropriata di 10 
3.  Se ci sono piastre contenenti tra 30 e 300 colonie in due diluizioni consecutive, calcolare il 

numero di microrganismi per ogni diluizione e prendere come risultato la media aritmetica dei 
due valori, salvo nel caso in cui il rapporto tra il più grande e il più piccolo sia maggiore di ; in 
questo caso caso considerare come risultato il valore più piccolo  

4.  Se le piastre con il campione liquido o con la sospensione madre, contengono meno di 30 
colonie, esprimere il risultato nel seguente modo: 

•  Meno di 30 microrganismi per millilitro oppure 
•  Meno di 30 x s  microrganismi per grammo, essendo s il fattore di diluizione della sospensione 

madre 
5.  Se non vi è alcuna colonia nelle piastre con il campione o la sospensione madre esprimere il 

risultato nel modo seguente 
•  Meno di 1 microrganismo per millilitro oppure 
•  Meno di 1 x s  microrganismi per grammo, essendo s il fattore di diluizione della sospensione 

madre 



Utilizzabile  quando   si  presume  sia   presente   un 

numero limitato di cellule batteriche (acque potabili 

o comunque poco contaminate). 

Applicazione: colimetria, classificazione acque 

marine per molluschicoltura. 

E’   possibile   riconoscere   colonie    con    caratteri 

distintivi se viene utilizzato un terreno differenziale.  





•  L’unità di misura del risultato è UFC/ml o UFC/100 ml. 

•  E’ possibile ricercare microrganismi diversi, utilizzando più aliquote di 
campione e un filtro per ogni aliquota. Il filtro andrà poi posizionato su 
piastre contenenti terreni adatti al parametro microbiologico che sto 
ricercando. 





Principio del metodo MPN 
Realizzando diluizioni successive di un campione, 

esisterà almeno una diluizione in cui solo alcune 

aliquote della diluizione contengono microrganismi.  

Quindi, inoculando serie di tubi a diluizione seriale 

progressiva, solo alcune diluizioni daranno luogo a 

crescita, mentre per le diluizioni precedenti tutti i tubi 

di substrato inoculati con un’aliquota della diluizione 

daranno luogo a crescita, e per le successive tutti i tubi 

saranno sterili. 





MPN 3 serie – 5 tubi 
Calcolo del risultato (in MPN/g o ml) 

Utilizzando il numero di tubi positivi in tre diluizioni 

successive (di solito si usano 3 serie da 5 tubi l’una) è 

possibile risalire, mediante tabelle statistiche, al numero 

più probabile di microrganismi per ml o g di campione. 



Risultati di una conta MPN 

una serie di tubi inoculati e 
pronti per l’incubazione (3 
tubi per diluizione) 

tubi negativi: 
limpidi, senza 
gas tubi positivi: 

torbidi, gas 
nella 
campanella 





Vantaggi e svantaggi dei metodi MPN 
Vantaggi: 

a.  è un metodo sensibile (si possono usare anche 50 ml di 

inoculo); 

b.  è facile da usare con substrati selettivi; 

c.   con particolari accorgimenti (substrati fluorogenici) è 

possibile ottenere risultati in 4 ore 

Svantaggi: 

a.  è molto meno preciso delle conte in piastra 

b.  è laborioso e può essere costoso 





OTTENIMENTO DI UNA COLTURA PURA 
Striscio in piastra e isolamento in coltura pura  

(popolazione di cellule che deriva da una singola cellula) 





Catalasi: converte H2O2 in H2O + O2  

es. per differenziare Streptococcus (-) da Staphylococcus (+), 

Bacillus (+) da Clostridium (-) 

Ossidasi (citocromo c ossidasi): riduce O2 

es. per differenziare enterobatteri (-) da Pseudomonas (+) 

Fermentazione zuccheri: produzione di acido e/o gas 

es. per differenziare gli enterobatteri tra loro 



Coagulasi: coagulazione del sangue  

es. per differenziare Staphylococcus aureus (+) da Staphylococcus 

epidermidis (-)  

Riduzione nitrati: identificare batteri che possono usare nitrati 

come accettori di elettroni 

es. enterobatteri sono solitamente (+)  


