CONTA SU TERRENO LIQUIDO

a cura di Massimo Trauzzola e Rossana Baglioni

OBIETTIVO:

Determinare il numero complessivo di microrganismi presenti in un determinato campione (carica microbica
totale): analisi quantitativa. (Tecnica classica)

PRINCIPIO:

La crescita in terreni liquidi viene rivelata dall’intorbidamento del terreno e/o sviluppo di gas. Il numero dei
batteri presenti nel campione viene calcolato mediante una stima su base probabilistica basata sulla
determinazione dell’indice MPN (Most probable number) che rappresenta il numero piu probabile di
microrganismi presenti in un volume noto di campione di acqua.

MATERIALI E STRUMENTI:

MATERIALI BIOLOGICI

Colture batteriche

TERRENI DI COLTURA

Brodo lattosato

VETRERIA, ...

Beuta, cilindri, bacchette, provettoni, pipette sterili da 10, 1, 0,1 ml

STRUMENTI

Bilancia, autoclave, termostato, bunsen

METODICA
Conta dei batteri su terreno liquido (es: ricerca dei batteri coliformi)

0 Preparare e sterilizzare 3 serie di 3 provettoni con 10 ml di terreno.

0 0
10 ml di Brodo lattosato 10 ml di Brodo lattosato 10 ml di Brodo lattosato
concentrazione doppia concentrazione normale concentrazione normale
con campanella di durham con campanella di durham con campanella di durham
9 Seminare.
Campione

0,1 ml

10 mi l | am

+—

Incubare a 37° per 24-48 ore.




RISULTATI

Prova negativa Prova positiva

Assenza di gas nella campanella Presenza di gas nella campanella

Per il calcolo dell’MPN si rileva il numero di prove positive per ogni serie di provette seminate
(3 per serie) e, sulla base della sequenza ottenuta, si risale al numero piu probabile tramite
apposita tabella.

Tabella MPN
Numero tubi positivi su MPN Limiti fiduciari
3da10ml 3dalml 3da0, m | Pertoomt inferiori superiori
0 0 1 3 <05 9
0 1 0 3 <05 13
1 0 0 4 <05 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 150
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 380
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 38 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800




